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Sporadic Alzheimer’s Disease (AD) is a multifactorial trait of elderly resulting from 
combinations of genes and environmental factors. Neither environmental nor genetic 
factors causes the disease, but both are necessary but not suﬃcient for the development of 
the disease.
Our aim is to ﬁnd novel genes modulating AD risk and/or important in the pathogenesis 
processes underlying the disease, which constitute potential therapeutic targets.
Previously at our laboratory, we have analyzed gene expression of neuronal cell models 
mimicking several aspects of AD pathogenesis and we have selected the most responder 
genes or altered functions. Polymorphisms at these genes are analyzed by association studies 
in case - control samples, which are a valuable tool for identifying genes contributing to 
the disease. If the pathogenesis process mimicked in the model is actually involved in the 
pathogenesis, allelic variants could modulate susceptibility to AD.
The models developed at the laboratory mimicks APP-overexpression, adrenergic, 
oxidative, endoplasmic reticulum stress and convergence of oxidative and endoplasmic 
reticulum stress simultaneously (this condition generates the Integrated Stress Response, 
ISR). In addition, we have studied related human genes with the infection by Herpes Simplex 
Virus type I (HSV-1).
By this strategy, we have identiﬁed several genes among the most regulated in the 
human neuroblastoma SK-N-MC as a response to the stresses, that are associated with 
AD, supporting the hypothesis that the mentioned processes are really involved in the 
pathogenesis of the disease. Also, all the HSV-1-related genes studied shown association with 
AD, suggesting that infection by this virus may be an important AD pathogenic process.
In addition, we have carried out the functional analysis of a biallelic polymorphism 
located in the promoter region of DDIT3, a gene that stimulates with ISR to conduct cells 
to apoptosis. We have observed that the promoter response to oxidative and endoplasmic 
reticulum stress diﬀers from one allele to the other one, suggesting that allelic variants 
altering neuron responsiveness to stress could be important to modulate susceptibility to 
AD. This observation was also supported by the ﬁnding that thi s polymorphism modulates 







2.1. Enfermedad de Alzheimer
En Noviembre de 1901, Alois Alzheimer describió en detalle los síntomas y el progreso 
de degeneración mental en una mujer (Augusta D.), de 51 años de edad, que era paciente 
suya en el Hospital de Frankfurt. Los síntomas de la paciente incluían alteraciones cognitivas, 
desorientación, afasia, alucinaciones y comportamiento impredecible. La mujer murió en 
Abril de 1906 y en la autopsia el examen anatomopatológico reveló atroﬁa cerebral global y 
cambios característicos en sus estructuras internas, tales como “parches” (placas neuríticas) 
y “nudos de ﬁbras” (tangles u ovillos neuroﬁbrilares), fundamentalmente en las neuronas 
corticales. Después de la muerte de la paciente, el doctor Alzheimer expuso un resumen 
del caso en la conferencia de Psiquiatría en Tübingen, Alemania, el día 3 de Noviembre 
de 1906, titulando su exposición “Sobre un proceso peculiar de enfermedad de la corteza 
cerebral” (Über eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde). En 1910, Kraepelin sugirió para 
esta enfermedad el término de “Enfermedad de Alzheimer” (EA) (Moller y cols. 1998).
Hoy en día, con el término demencia se identiﬁca un síndrome caracterizado por 
deterioro intelectual en adultos que es suﬁcientemente grave como para interferir en las 
relaciones sociales (es importante diferenciar la demencia de las pequeñas pérdidas de 
memoria que se dan durante el envejecimiento normal). Los cambios cognitivos incluyen no 
sólo fallos de memoria, sino también en otras áreas cognitivas, como en el uso del lenguaje, 
percepción, praxis, capacidad para llevar a cabo actividades de la vida cotidiana, resolver 
problemas, pensar de manera abstracta y realizar juicios, entre otras cosas. Pueden darse 
episodios paranoides, y también irritabilidad, inquietud e incluso agresiones verbales 
y/o físicas a otras personas, normalmente del ambiente familiar, especialmente cuando 
la demencia avanza y el paciente nota una creciente pérdida de control sobre su entorno 
(Katzman 1986).
El aumento en la esperanza de vida que se ha dado en el siglo XX ha provocado que cada 
vez haya un número mayor de personas que alcanzan la edad en la que las enfermedades 
neurodegenerativas son más comunes. La EA es la más frecuente de las enfermedades 
neurológicas causantes de demencia que se dan fundamentalmente en las edades avanzadas, 
mostrándose en un 50 - 60% de todos los casos (Selkoe 2001; Blennow y cols. 2006). En el 
mundo, su prevalencia es de aproximadamente un 1% en la población de 60 a 64 años y se 
dobla cada 4 ó 5 años hasta llegar a un tercio de la población mayor de 80 años y la mitad de 
la población de 95 o más años (Fratiglioni y cols. 1999; Nestor y cols. 2004)
Clínicamente produce los síntomas ya descritos por el Dr. Alzheimer y patológicamente 
se caracteriza por las lesiones también descritas en la autopsia de la primera paciente de la 
enfermedad: las placas neuríticas y los ovillos neuroﬁbrilares, que, aunque son comunes en el 
proceso normal del envejecimiento, son considerablemente menos numerosas y están menos 
distribuidas en cerebros de individuos clínicamente normales que en los de individuos con 
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EA, y aún hoy en día continúan siendo la marca característica de la enfermedad (Lendon 
y cols. 1997; Goedert y cols. 2006). Como hay otras causas de pérdida de memoria, el 
diagnóstico deﬁnitivo de EA requiere un examen post-mortem del cerebro que revele un 
número suﬁciente de placas y ovillos que permitan caliﬁcar a ese cerebro como afectado por 
EA. Las regiones cerebrales con numerosas placas y ovillos presentan pérdida de sinapsis y 
muerte neuronal, y, como resultado de esto, se puede observar una reducción en el tamaño 
del cerebro; este efecto se observa fundamentalmente en las regiones implicadas en control 
del comportamiento emocional y en procesos de aprendizaje y memoria, como son los 
lóbulos frontal y temporal (Ma�son 2004).
En cuanto a estas lesiones características de la EA, las placas neuríticas son lesiones 
extracelulares que se producen por el depósito y agregación de un péptido de 40 a 43 
aminoácidos, denominado péptido 
β-amiloide o péptido Aβ (Glenner 
y cols. 1984), que se produce por el 
procesamiento amiloidogénico de 
la Proteína Precursora del Amiloide 
(APP) y los ovillos neuroﬁbrilares 
son lesiones intracelulares en los que 
la proteína asociada al citoesqueleto, 
Tau, se encuentra hiperfosforilada y, debido a esto, plegada de un modo anómalo (Morishima-
Kawashima y cols. 2002). Ver Figura I1.
Se pueden diferenciar dos formas de la enfermedad en función de su forma de herencia 
y de la edad de aparición de los síntomas (onset). Así, se habla de EA familiar o monogénica 
cuando se puede observar una herencia autosómica dominante con penetrancia prácticamente 
del 100% y se habla de EA esporádica o “no genética” cuando no es posible encontrar 
ningún patrón de herencia mendeliano, lo que indica que se trata de una enfermedad de 
naturaleza multifactorial en cuya patogénesis inﬂuyen tanto factores genéticos como factores 
ambientales, en número y combinación aún no conocido. En cuanto a la edad de aparición 
de los síntomas, la forma familiar suele tener presentación presenil, esto es, antes de los 60 
ó 65 años y la forma esporádica se suele presentar en etapas seniles, después de los 60 ó 65 
años. La forma familiar supone en torno a un 1 - 5% de los casos, según autores, y la forma 
esporádica el 95 - 99% (Corder y cols. 1993).
Puesto que las formas familiar y monogénica de la EA no se diferencian de forma clara 
en los síntomas, en la evolución ni en los parámetros clínicos y neuropatológicos estudiados 
hasta ahora, podemos pensar que deben de existir mecanismos patogénicos comunes. Una 
de las principales aplicaciones de los estudios sobre la genética molecular de la EA es el 
conocimiento de estos mecanismos, necesario para un desarrollo racional de estrategias 
tanto diagnósticas como terapéuticas.




2.1.1 Enfermedad de Alzheimer Familiar
Hay 3 loci descritos como responsables de la enfermedad: Proteína Precursora del 
Amiloide (APP) (Goate y cols. 1991), Presenilina 1 (PSEN1) (Sherrington y cols. 1995) y 
Presenilina 2 (PSEN2) (Levy-Lahad y cols. 1995). Mutaciones en alguno de estos tres genes 
son responsables de la mayor parte de los casos de EA de aparición temprana y, a pesar de 
que representan un porcentaje muy pequeño del total de los casos, su descubrimiento es 
un gran avance para comprender la enfermedad (Hardy 1997; Pericak-Vance y cols. 2000). 
Podemos encontrar un listado de mutaciones en estos genes en las páginas Web h�p://www.
molgen.ua.ac.be/ y h�p://www.alzforum.org.
Como ya se ha indicado, el componente mayoritario de las placas neuríticas es un 
pequeño péptido de 40 - 43 aminoácidos que se denominó péptido Aβ. La secuencia del 
péptido no mostró homología con proteínas conocidas entonces, pero permitió aislar un gen 
que codiﬁcaba para la proteína que contenía en su secuencia el péptido Aβ; este gen se ha 
mapeado en el cromosoma 21 (estas placas también se encuentran en cerebros de pacientes 
con trisomía del cromosoma 21 o Síndrome de Down, (Teipel y cols. 2006)) y la proteína se 
denominó “Proteína Precursora del Amiloide” (Glenner y cols. 1984).
El gen APP se encuentra en el cromosoma 21, localización 21q21.3. Contiene 18 
exones y puede producir hasta 8 isoformas de la proteína por distintos procesamientos 
de su ARN mensajero, que puede sufrir el splicing alternativo de los exones 7, 8 y 15. Las 
isoformas que se expresan principalmente en las neuronas siempre contienen el exón 15 
y son más amiloidogénicas que las isoformas no neuronales. La isoforma más larga tiene 
770 aminoácidos, el splicing del exón 7 da lugar a una isoforma de 695 aminoácidos que se 
expresa fundamentalmente  en cerebro y el splicing del exón 8 da lugar a una isoforma de 751 
Figura I2. Procesamiento del APP. Se indican los cortes 
de las distintas secretasas en la proteolisis del APP
aminoácidos que, aunque también se puede 
expresar en el cerebro, es más común 
en tejidos no neuronales (Rocchi y cols. 
2003).
La glicoproteína APP se sintetiza en 
el Retículo Endoplásmico (RE), de donde 
viaja a la membrana plasmática vía aparato 
de Golgi o vesículas secretoras. Ya sea en 
éstas o en la propia membrana, algunas 
moléculas sufren un corte proteolítico en 
el aminoácido 16 del dominio Aβ (que va 
del aminoácido 597 al 639 de la isoforma 
de 695), que da lugar a la secreción de 
un fragmento largo de APP soluble (α-
sAPP) y el péptido p3; en este proceso 
interviene la α-secretasa y se conoce como 
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no amiloidogénico, puesto que evita la formación del péptido Aβ. Sin embargo, el APP de la 
membrana plasmática puede ser reinternalizado a la célula mediante vesículas recubiertas 
de clatrina y, a través de la vía endosoma-lisosoma, o bien en el propio retículo, dar lugar al 
péptido Aβ, mediante la acción conjunta de las β y las γ-secretasas (Rocchi y cols. 2003). La 
Figura I2 ilustra ambos procesamientos.
Las mutaciones patogénicas del APP están situadas en o alrededor de la secuencia del 
péptido Aβ, o en los sitios de corte de las secretasas, alterando el procesamiento del APP de 
tal forma que hay una sobre-producción del péptido Aβ o un desequilibrio entre las formas 
largas de 42 y 43 aminoácidos (Aβ42, Aβ43), más amiloidogénicas y la de 40 aminoácidos 
(Aβ40), menos amiloidogénica (Chapman y cols. 2001; Hardy y cols. 2006).
Los genes PSEN1 y PSEN2 se encuentran en los cromosomas 14 y 1, localizaciones 
14q24.3 y 1q31-q42, respectivamente. Un trabajo anterior al hallazgo de la primera mutación 
en el gen APP ya había señalado el cromosoma 14 como portador de loci ligados a la EA 
familiar (Schellenberg y cols. 1992; St George-Hyslop y cols. 1992). En 1995 se aisló el gen 
de la Presenilina 1, denominado así por su descubrimiento como causante de EA presenil, y 
se le identiﬁcó como el principal portador de mutaciones responsables de EA monogénica 
(Sherrington y cols. 1995).
Poco después del hallazgo del gen PSEN1 se identiﬁcó el gen PSEN2 como portador 
de mutaciones responsables de algunos casos de EA familiar, y se denominó así por su alto 
grado de homología con el gen PSEN1 (Levy-Lahad y cols. 1995); las mutaciones descritas 
en este gen son mucho menos abundantes que las de PSEN1, y la mayor parte de ellas se 
encuentra en los dominios transmembrana conservados en ambas proteínas. La mayor parte 
de las mutaciones causantes de EA familiar se encuentran en el gen PSEN1 y dan lugar a las 
formas más agresivas de la enfermedad, en cuanto a un inicio muy precoz de los síntomas y 
un progreso más rápido (Cruts y cols. 1998).
Las proteínas Psen 1 y 2 (PSEN gen; Psen, proteína) se localizan mayoritariamente en 
membranas asociadas al RE y al aparato de Golgi y parece que ambas tienen una organización 
topográﬁca semejante, con 8 dominios transmembrana (Ma�son y cols. 1998). Hasta hace 
poco no se conocía su relación con la EA, pero actualmente se sabe que la actividad γ-
secretasa es un complejo formado por presenilina, nicastrina (NCSTN), alfaproteína 1 (APH-
1) y potenciador 2 de Psen1 (PEN-2), siendo la presenilina el dominio catalítico del complejo 
(Dominguez y cols. 2004; Thinakaran y cols. 2004; Gandy 2005).
Las mutaciones asociadas a EA en estos dos genes tienen como consecuencia una 
pérdida de la función en el complejo γ-secretasa que conduce a un aumento en la relación 
Aβ42-43/Aβ40. (De Strooper 2007; Wolfe 2007)
Por otra parte, se sabe que las Psen son necesarias para la regulación de la diferenciación 
neuronal, espermatogénesis, oogénesis y miogénesis, posiblemente por su implicación en la 
vía de señalización de Notch, que para llevar a cabo su función biológica requiere un corte 
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proteolítico en su extremo C terminal por una actividad de tipo γ-secretasa (Nunan y cols. 
2000; Brunkan y cols. 2005).
2.1.2. Enfermedad de Alzheimer Esporádica
La mayor parte de los casos de EA son tardíos, con aparición de los síntomas a partir 
de los 60 ó 65 años, y son esporádicos o presentan una limitada agregación familiar. Si bien 
las causas de esta forma de EA continúan siendo desconocidas, hay numerosas evidencias 
de que se trata de una enfermedad multifactorial o compleja en la que inﬂuyen al menos un 
trío de factores interaccionando entre sí: debidos al envejecimiento, ambientales y genéticos. 
Ninguno de ellos por separado causan la enfermedad, siendo ambos necesarios pero no 
suﬁcientes para su desarrollo.
2.1.2.1. Factores de riesgo no genéticos
En cuanto a los factores de riesgo ambientales se incluyen la edad avanzada, puesto 
que el envejecimiento es el principal factor de riesgo para la EA (Amaducci y cols. 1994), 
el sexo femenino (Fischer y cols. 1991), antecedentes de traumatismo craneal severo con 
pérdida de conocimiento (Graves y cols. 1990) y ciertas infecciones (Itzhaki y cols. 1997). 
También se han relacionado con la EA un bajo nivel cultural, nutrición deﬁciente, abuso de 
alcohol y exposición a toxinas (Stern y cols. 1994).
El traumatismo craneal es un desencadenante agudo de la cascada de señalización 
adrenérgica por activación de la Adenilato Ciclasa, lo que resulta en un aumento en los 
niveles de AMP cíclico (cAMP) (McCudden y cols. 2005). Recientemente, nuestro grupo 
ha publicado la evidencia de que hay polimorﬁsmos en genes implicados en señalización 
adrenérgica que están relacionados con la EA esporádica, de manera que el riesgo se 
correlacionaba con la capacidad de respuesta de las células a la estimulación adrenérgica, 
sugiriendo que esta vía de señalización podría estar implicada en la patogénesis de la EA 
esporádica (Bullido y cols. 2004).
Respecto a la posible implicación de agentes infecciosos en la etiología de distintas 
enfermedades de la edad adulta, entre las que se incluye la EA esporádica, es cada vez 
más evidente. De hecho, se sabe que ciertos agentes están implicados en algunos tipos de 
cáncer: más del 95% de los cánceres de cérvix están asociados con la infección por el virus 
humano del papiloma (Legga� y cols. 2007); también se ha asociado a los citomegalovirus y a 
Chlamydia pneumoniae con aterosclerosis (Mahmoudi y cols. 2007). Actualmente se considera 
la posibilidad de que haya una contribución infecciosa también para el desarrollo de la 
demencia (Dobson y cols. 2003; Itzhaki y cols. 2004c).
Se ha estudiado y descartado la contribución a la EA de distintos agentes infecciosos, 
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como Adenovirus, Citomegalovirus, Inﬂuenza A, Inﬂuenza B, virus del sarampión, 
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia trachomatis o Coxiella burne�ii (Renvoize y cols. 1987); 
en cuanto a espiroquetas del género Borrelia, se ha visto que se induce la deposición de 
Aβ tras la infección de estos microorganismos (Miklossy y cols. 2006) y hay quien sugiere 
que es la infección crónica por estos microorganismos la que produce la formación de los 
ovillos neuroﬁbrilares y que la transmisión nervio-nervio de la infección podría explicar la 
evolución de la EA (MacDonald 2007).
En cuanto a bacterias del género Chlamydia, si bien C. trachomatis ha sido descartada sí 
se pueden encontrar datos que asocian a C. pneumoniae con EA esporádica, encontrándose 
postmortem presencia del microorganismo en cerebros de enfermos de EA y no en cerebros 
de individuos sanos (Balin y cols. 1998; Stra�on y cols. 2003).
En cuanto a posibles virus que podrían estar relacionados con la EA, en 1982 se sugirió 
al HSV-1 debido a que en la encefalitis por HSV-1 las regiones del cerebro que antes se 
afectan, y de forma más severa, son las mismas que en EA muestran los cambios patológicos 
más tempranos y más severos (Itzhaki 2004a); además, es el virus más prevalente que se 
encuentra en cerebros humanos adultos de forma latente: se encuentra anticuerpos frente a 
HSV-1 en el 22% de los individuos de 6 meses a 1 año de edad y en el 60% de los individuos 
de 21 a 30 años, llegando a un máximo de 89% en individuos de 70 años (Isacsohn y cols. 
2002).
Los estudios epidemiológicos más relevantes de la asociación del HSV-1 con la EA han 
sido realizados por el grupo de la Dra. Ruth Itzhaki, que ha observado que el ser portador 
del alelo 4 de la apolipoproteína E (ApoE ε4) junto con la presencia de genoma de HSV-1 en 
el cerebro conﬁere un aumento en el riesgo para padecer EA (Itzhaki y cols. 1997). Por otro 
lado, nuestro grupo ha observado que la isoforma 4 de ApoE (ApoE4) es más eﬁciente que 
la isoforma 3 (ApoE3) para transportar el virus al cerebro en su ruta hematógena (Burgos y 
cols. 2003; Ramírez Moreno 2006), y que la llegada al cerebro también es dependiente de los 
niveles de ApoE (Burgos y cols. 2002).
También se ha investigado la posible implicación de distintos agentes infecciosos “no 
convencionales”, como los priones, pero si bien todos ellos han sido descartados como 
relacionados con la etiología de la EA, las hipótesis planteadas sobre estos han sugerido la 
posibilidad de que hay factores genéticos de susceptibilidad que predisponen a infecciones 
que podrían estar implicados con la patología de la enfermedad (Balin y cols. 2001).
2.1.2.2. Factores de riesgo genéticos
La evidencia de que hay factores genéticos implicados en la EA esporádica, o “no 
genética”, deriva de la observación de que el riesgo de padecerla es mayor en individuos con 
antecedentes familiares de demencia. Así, estos factores actuarían en distintas combinaciones 
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para determinar el riesgo genético de la enfermedad en cada individuo.
El principal gen de susceptibilidad conocido para la EA, y que se repite de manera 
constante prácticamente en todas las poblaciones estudiadas es el de la Apolipoproteína E 
(APOE, gen; ApoE, proteína) (Bertram y cols. 2005). En 1993, como resultado de una búsqueda 
en familias para las que se había visto ligamiento de EA de edad tardía de aparición de 
los síntomas con el cromosoma 19 (Pericak-Vance y cols. 1991), se identiﬁcó al gen APOE 
(localización 19q13.2) como responsable de este ligamiento (Corder y cols. 1993).
El ApoE presenta tres isoformas comunes, ApoE2, ApoE3 y ApoE4 (alelos ε2, ε3 y ε4, 
respectivamente) distribuidas de forma que la isoforma 3 es la mayoritaria y la 2 y la 4 se 
consideran variantes (Saunders 2001). Se ha encontrado una fuerte asociación del alelo ε4 
de este gen con la enfermedad, si bien desde su descubrimiento se ha hecho evidente que la 
presencia de ApoE4 no es ni necesaria ni suﬁciente para el desarrollo de la enfermedad. Se 
comprobó que este alelo estaba asociado con riesgo en individuos portadores que no tenían 
antecedentes familiares de demencia, y que se asociaba a casos tanto precoces como tardíos, 
disminuyendo la edad de aparición de los síntomas de forma dependiente de la dosis alélica 
de ApoE4 (Corder y cols. 1993). En torno a la edad de 85 años, los individuos homocigotos 
para el alelo APOEε4 tienen una probabilidad de entre 50 y 90% de desarrollar la EA y los 
portadores en heterocigosis un 45%, frente al 20% que tiene la población general (Grossman 
y cols. 2006).
Además del alelo ε4, nuestro grupo ha descrito distintos polimorﬁsmos de riesgo para 
la enfermedad a lo largo de la región promotora de este gen, proporcionando las primeras 
indicaciones de que cambios en los niveles de expresión de determinados genes también 
pueden inﬂuir en los mecanismos patogénicos de la enfermedad (Bullido y cols. 1998; Artiga 
y cols. 1998a; Artiga y cols. 1998b).
En cuanto a la función que ApoE desempeña en el cerebro, los astrocitos y la microglía 
son sus principales productores, participando de una forma muy activa en el mecanismo 
de regeneración neuronal: estas células liberan ApoE al medio para poder captar los lípidos 
y el colesterol de las membranas neuronales dañadas, por ejemplo, por trauma, para su 
regeneración (Poirier 1994). En cualquier caso, el mecanismo por el que ApoE está implicado 
en la EA no está claro, encontrándose diversas revisiones sobre sus posibles funciones, 
aunque aún no está claramente determinado cuál o cuáles de ellas son relevantes para el 
desarrollo de la enfermedad (Mahley y cols. 1996; Saunders 2000). Independientemente 
del mecanismo, todos los indicios apuntan a que ApoE no es causante de EA, sino que su 
principal acción sería modiﬁcar el curso de la misma, dependiendo de la forma alélica y de 
la dosis (Meyer y cols. 1998).
Respecto a otros factores genéticos de riesgo, se han desarrollado numerosos estudios 
de asociación (caso - control) de polimorﬁsmos en genes candidatos a estar relacionados 
con la patogénesis de la EA, basándose la mayor parte de ellos en diversas hipótesis 
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patogénicas. Así, se han analizado genes de otras proteasas que podrían participar en la 
hidrólisis de APP, genes relacionados con inﬂamación, apoptosis, neurotransmisores, etc. 
Se puede encontrar un listado de estos genes candidatos clasiﬁcados según su función en la 
página Web h�p://www.alzgene.org (Bertram y cols. 2007). Hasta la fecha se han asociado 
con la EA polimorﬁsmos en decenas de genes, aunque ninguno de ellos se ha conﬁrmado 
universalmente.
Para entender la etiopatogénesis de la EA esporádica es necesario conocer el número 
e identidad de los genes asociados con la enfermedad, su contribución individual y las 
interacciones entre ellos y con factores ambientales, y es necesario entender la etiopatogénesis 
para el desarrollo de métodos diagnósticos y terapéuticos.
A día de hoy, entre los numerosos factores genéticos de riesgo descritos, en algunos 
casos se pueden observar datos contradictorios en las distintas poblaciones de estudio, 
posiblemente debido a la interacción de estos factores genéticos con los factores ambientales 
que pueden variar en los distintos grupos poblacionales estudiados.
2.2. Mecanismos patogénicos de la Enfermedad de Alzheimer
Previamente a la realización de esta tesis doctoral, entre los modelos celulares 
de neurodegeneración puestos a punto por nuestro laboratorio se incluía un modelo 
de neurodegeneración por convergencia de estrés oxidativo (EO) y estrés de Retículo 
Endoplásmico (ERE) en el que se obtenía una Respuesta Integrada a Estrés (RIE) y que 
concluía en que esta situación de convergencia de estreses podría llevar a las neuronas a una 
mayor vulnerabilidad al estrés y a la apoptosis, y que este modelo permitiría el estudio de 
los mecanismos moleculares asociados a la neurodegeneración (Vicente Cenzano 2007).
2.2.1. Estrés Oxidativo
El oxígeno (O2) es necesario para la vida, y debido a su presencia en los tejidos y al 
metabolismo normal de la mitocondria se van produciendo especies reactivas de oxígeno 
(ROS) en el organismo, que se ve así sometido a un estrés oxidativo (Andersen 2004; Harman 
2006). Desde un punto de vista teórico, el cerebro es un órgano especialmente vulnerable 
a los efectos de las ROS por distintas razones: contiene una concentración elevada de 
ácidos grasos poliinsaturados, que son muy susceptibles para su peroxidación; utiliza, en 
comparación con otros tejidos, una gran cantidad de oxígeno para producir energía y en 
comparación con otros órganos, es un órgano deﬁciente en sistemas antioxidantes, que 
además disminuyen con la edad (Mariani y cols. 2005; Zhu y cols. 2007).
Se sabe que durante el envejecimiento normal el cerebro sufre alteraciones morfológicas 
y funcionales que afectan a los árboles dendríticos, sinapsis, neurotransmisión, circulación y 
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metabolismo, y estos cambios se ven reﬂejados en los sistemas motor y sensorial, en el sueño, 
memoria y aprendizaje. Entre los cambios neuronales producidos por la edad se incluyen la 
disminución de la homeostasis del Ca2+ y de la sensibilidad de los sistemas, dopaminérgico, 
colinérgico, opiáceo y de catecolaminas. Cada vez más, parece que en estas alteraciones tiene 
que ver una mayor susceptibilidad a los efectos a largo plazo de EO, disfunción mitocondrial 
(que aumenta con la edad) y daño por inﬂamación (Mariani y cols. 2005).
Entre las evidencias que relacionan el estrés oxidativo y la EA está el hecho de que el 
estrés oxidativo puede activar la señalización que altera el procesamiento normal del APP 
y/o de Tau: se aumenta la expresión de β-secretasas vía JNK y p38 MAPK y se aumenta la 
hiperfosforilación de Tau por activación de la Glucógeno Sintasa Kinasa 3 (GSK3). También 
es relevante la inactivación de moléculas críticas por el entorno oxidativo, por ejemplo, se 
sabe que la prolyl-isomerasa PIN1 es especialmente vulnerable a daño oxidativo, y que 
cataliza cambios conformacionales que afectan al procesamiento de Tau y de APP (Lin y 
cols. 2006).
De esta manera, en el modelo de EO de nuestro laboratorio se simularía el envejecimiento 
normal del organismo. Además, cada vez hay más evidencias de que los primeros cambios 
neuronales y patológicos característicos de la EA incluyen marcadores de daño oxidativo, 
indicando que el EO es uno de los factores tempranos que contribuyen al inicio de la 
enfermedad. De hecho, se ha podido observar que el tratamiento clínico del estrés oxidativo 
parece que reduce la incidencia y/o la severidad de la enfermedad (Zhu y cols. 2004).
2.2.2. Estrés de Retículo Endoplásmico
En distintas enfermedades neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson (EP), 
Esclerosis Lateral Amiotróﬁca (ELA) o Huntington, se ha observado neuronas con 
características apoptóticas. La muerte por apoptosis ocurre de manera controlada por la 
transcripción de ciertos genes, de forma que se ha implicado moléculas relacionadas con 
la apoptosis en el entorno de la mitocondria y el núcleo. Sin embargo, hay estudios que 
indican que la muerte neuronal observada en pacientes de EA, EP o isquemia cerebral tiene 
su origen en el RE, de hecho, se ha observado que la homeostasis del Ca2+ está alterada en 
células expuestas al péptido Aβ o en células que sobrexpresan Psen1 mutantes asociadas a 
la EA, observándose una liberación del Ca2+ a una concentración citoplasmática tóxica para 
la célula (Katayama y cols. 2004; Paschen y cols. 2005).
En una deﬁnición muy amplia, estrés es la respuesta de un sistema a alteraciones 
respecto a un “estado normal”, y para aplicar este término a un orgánulo (por ejemplo, 
el retículo endoplásmico), habría que redirigir la pregunta hacia cuáles son las funciones 
ﬁsiológicas del RE y cómo se ven alteradas. Habría que entender cómo se detectan esas 
alteraciones y qué señales se dan para tratar de restaurar el denominado “estado normal” 
(Schroder y cols. 2005).
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En células eucariotas, el RE, además de ser el lugar de almacenamiento del Ca2+ 
intracelular, es el primer compartimento de la vía secretora. Es responsable de la síntesis, 
modiﬁcación post-traduccional y distribución de las proteínas a sus diferentes destinos. 
La alta concentración de Ca2+ que hay en el lumen del RE respecto a la concentración en 
el citoplasma celular es importante tanto para señalización celular como para el correcto 
procesamiento de las proteínas de nueva síntesis (Paschen y cols. 2005). El RE ejerce el 
control de calidad sobre las proteínas, asegurando un procesamiento correcto del producto 
ﬁnal que es crucial para el funcionamiento normal de la célula (Lindholm y cols. 2006). Sólo 
las proteínas que por las modiﬁcaciones post-traduccionales se pliegan correctamente pasan 
al aparato de Golgi, mientras que aquéllas que no han terminado su plegamiento o están 
plegadas incorrectamente quedan retenidas en el RE para terminar el proceso o se señalizan 
para su degradación. Además de esta función de plegamiento de proteínas, el RE es el lugar 
de síntesis de esteroles y lípidos. Cualquier alteración en alguno de estos procesos es causa 
de ERE (Schroder y cols. 2005).
Distintas situaciones ﬁsiológicas o patológicas que afecten al plegamiento proteico 
y/o a la homeostasis del Ca2+, como privación de glucosa, infecciones virales o la expresión 
de proteínas mutantes incapaces de plegarse correctamente, pueden ser causa de ERE por 
acumulación de proteínas mal plegadas, y entonces se produce en las células una respuesta 
a este estrés, activándose la respuesta a proteínas mal plegadas (Unfolded Protein Response, 
UPR). El plegamiento de proteínas in vivo requiere una maquinaria de plegamiento en el 
RE que se puede sobrecargar, resultando en una acumulación de proteínas mal plegadas y 
entonces se activa la respuesta UPR para tratar de restablecer el estado normal en el RE.
En estos casos, se puede aumentar la capacidad de plegamiento del RE aumentando la 
expresión de su maquinaria de plegamiento y de chaperonas como BiP/GRP78 y GRP94 y 
aumentando el tamaño del RE y, por otro lado, disminuyendo la carga de proteínas mediante 
un silenciamiento de la traducción y transcripción y eliminando las proteínas mal plegadas 
y señalizadas como tal. Cuando estos mecanismos no son capaces de remediar la situación 
de estrés, el RE inicia una señal de alarma al sistema inmune vía NF-κB, y un ERE excesivo 
y/o prolongado conduce al “suicidio celular”, normalmente por un proceso apoptótico, 
como último recurso de los organismos multicelulares para librarse de esas células “no 
sanas”. Este proceso apoptótico se activa vía Chop, vía JNK- kinasa y vía caspasa 12. La 
decisión ﬁnal entre supervivencia y apoptosis depende del balance entre las señales para 
ambos procesos (Paschen y cols. 2005; Xu y cols. 2005; Zhao y cols. 2006).
2.2.3. Respuesta Integrada a Estrés
Las células eucariotas responden a las proteínas mal plegadas en el RE, privación de 
aminoácidos o a condiciones oxidantes fosforilando de forma reversible al factor eIF2α. 
Esta fosforilación inhibe la síntesis general de proteínas promoviendo la expresión de la 
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isoforma 4 del factor activador de la transcripción (ATF4), y activando así la expresión de 
dianas implicadas en UPR, como Chop. Se trata de una Respuesta Integrada a Estrés (RIE) 
que regula el metabolismo de aminoácidos y la resistencia al estrés oxidativo; además de 
adaptar a las células a ERE (Harding y cols. 2003; Bi y cols. 2005). De esta manera, ante 
situaciones de estrés prolongado, la célula puede derivar hacia procesos apoptóticos y/o 
autofágicos.
Hay 4 kinasas que pueden fosforilar al complejo eIF2α y se activan por distintos 
estímulos. EIF2AK1 o HRI, que se activa por déﬁ cit de grupos hemo en la síntesis de 
hemoglobina; EIF2AK2 o PRKR, que se activa por la presencia de RNA de doble hebra 
(normalmente, ante infecciones virales); EIF2AK3 o PERK, que se activa en respuesta a 
sobrecarga del RE (ante situaciones de ERE) y EIF2AK4 o GCN2, que regula el metabolismo 
general del nitrógeno, y se activa ante ARN transferentes no cargados (Boyce y cols. 2005). 
La Figura I3 ilustra la señalización génica en la RIE.
2.3. Análisis de Asociación
En las enfermedades complejas, como la EA, parecen estar implicados múltiples 
genes, participando cada uno de ellos con un efecto pequeño, de tal modo que para estas 
enfermedades los modos de herencia son más complejos que las leyes mendelianas. Los 
estudios de asociación genética, que comparan frecuencias alélicas entre individuos casos 
e individuos controles no relacionados familiarmente, son muy potentes para detectar 
factores genéticos de riesgo en estas enfermedades (Brookes 2001; Bertram y cols. 2004).
Figura I3. Esquema de la señalización génica en la Respuesta Integrada a Estrés.
INTRODUCCIÓN
40
Las funciones celulares se llevan a cabo por conjuntos de moléculas que interaccionan 
entre sí, pudiendo considerarse cada uno de estos conjuntos como un módulo funcional. La 
mayor parte de las propiedades funcionales de un módulo son colectivas, resultantes de las 
propiedades de cada uno de sus componentes y de las interacciones entre ellos. Por tanto, 
en patología molecular, y más en el caso de las enfermedades complejas, no se debe estudiar 
sólo la relación de un gen con la enfermedad, sino la relación con ella de distintos módulos 
funcionales.
Aunque la utilidad clínica de los estudios genéticos en las enfermedades complejas 
requiere todavía una fuerte inversión en conocimiento, los análisis de asociación, 
particularmente agrupando los genes en módulos funcionales candidatos, son una 
herramienta poderosa para estudiar la implicación de funciones celulares concretas en la 
patogénesis de este tipo de enfermedades (Risch 2000).
En la EA, un ejemplo de módulo funcional podría ser el aclaramiento del Aβ: parece que 
en este proceso intervienen ApoE, α2-macroglobulina (A2M) y el receptor de lipoproteínas 
de baja densidad (LRP1) (Tanzi y cols. 2001). Si este módulo funcional es relevante en la 
etiopatogenia de la EA, se podrán detectar interacciones genéticas entre ellos; es decir, 
analizando el riesgo asociado a polimorﬁsmos en estos tres genes podremos observar que el 
efecto de cada uno sobre el riesgo depende de la forma alélica del resto.
El objetivo ﬁnal de los estudios de genética es averiguar cuántos son los factores 
genéticos y sus combinaciones en estas formas de enfermedad. Se prevé que esto permitirá 
la elaboración de unos “perﬁles de riesgo” que podrían emplearse para predecir de una 
forma ﬁable la probabilidad de que un individuo pueda o no padecer la enfermedad y/o 
responder o no a un tratamiento.
Los estudios genéticos aún no son aplicables a la clínica en la forma esporádica de la 
EA, como para otras enfermedades complejas; sin embargo, no hay duda sobre su papel 
fundamental para la investigación básica y para el desarrollo de estrategias terapéuticas 
por la industria farmacéutica. De hecho, en enfermos de cáncer es posible observar distintas 
respuestas a fármacos entre los pacientes, que podrían ser debidas a variantes genéticas que 
puedan afectar a las enzimas que los metabolizan, los transportan o que son dianas de los 
mismos (Abraham y cols. 2006; Blackhall y cols. 2006).
2.3.1. Genes de susceptibilidad
Como ya hemos indicado anteriormente, hay numerosos loci ya relacionados con la 
EA (Bertram y cols. 2007), de forma que es necesario plantearse estrategias de selección de 
nuevos genes candidatos. Así, los análisis de asociación pueden ser sistemáticos (no sujetos 
a hipótesis previas) o de genes y polimorﬁsmos candidatos, apoyados ya sea en datos 
bibliográﬁcos o en datos de la propia línea de trabajo del laboratorio.
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De esta manera, para seleccionar los genes candidatos de susceptibilidad para una 
enfermedad compleja hay distintas aproximaciones, como ilustran los ejemplos de genes 
que hemos seleccionado para el trabajo de esta Tesis Doctoral.
- Genes relacionados con la infección por Herpes Simplex Virus tipo I (HSV-1), puesto 
que la participación de este virus en la patogénesis de la EA cuenta con un número 
creciente de evidencias experimentales:
o EIF2AK2 (Kinasa 2 del Factor 2α de Inicio de la Traducción, OMIM *176871), 
también conocido como PKR o PRKR (Proteína Kinasa Activada por ARN de doble 
hebra), es una de las kinasas que tras su activación por infecciones virales aboca a 
las células a apoptosis por mecanismos que incluyen activación de caspasas, cese 
de la traducción de proteínas y activación de vías de respuesta a estrés (Peel 2004), 
ver la Figura I3. Además de su implicación en apoptosis, se ha observado que en 
cerebros de pacientes de EA, los niveles de PKR fosforilado (la forma activa) eran 
signiﬁcativamente mayores que en cerebros de individuos sanos (Onuki y cols. 
2004).
o PVRL2 (Receptor Similar al de Poliovirus 2, OMIM *600798). Se sabe que este gen 
codiﬁca para un mediador de la entrada de ciertos herpesvirus y, en el caso de la 
esclerosis múltiple, se ha visto que alguno de sus polimorﬁsmos genéticos podrían 
inﬂuir en la severidad de la enfermedad, posiblemente debido a que factores virales 
estén relacionados con el curso de la misma (Schmidt y cols. 2006). Algo similar 
podría ocurrir con la EA.
o TAP2, que codiﬁca para el Transportador Asociado al Procesamiento de Antígenos 
2 (OMIM *170261), que es el principal mecanismo que el HSV-1 emplea para evadir 
el sistema inmune (Bauer y cols. 2002).
- Genes obtenidos mediante datos experimentales. En nuestro laboratorio se han puesto 
a punto distintos modelos celulares que pretenden simular situaciones posiblemente 
relacionadas con el inicio de la EA. Estos modelos son células sometidas a EO, ERE, 
estrés adrenérgico, que sobrexpresan APP, o combinaciones de estas situaciones. De 
cada uno de estos modelos se ha realizado un microarray de expresión génica para 
estudiar los genes que modiﬁcan sus niveles de expresión. Así, estos genes serían genes 
de respuesta al estímulo en estudio y posibles genes candidatos de susceptibilidad para 
la enfermedad. Puesto que son genes de respuesta a estímulos, es interesante estudiar 
polimorﬁsmos en sus regiones reguladoras, ya que estos pueden modiﬁcar la capacidad 
de respuesta de las células. De los distintos microarrays realizados anteriormente en 
nuestro laboratorio, obtuvimos los siguientes genes candidatos:
• Modelo celular de EO. Entre los 10 genes que más se sobrexpresan en este modelo 




• Modelo celular de ERE.  Se vio sobrexpresión en los genes DDIT3 (Tránscrito 
3  Inducible por Daño en el ADN, que codiﬁca para la proteína Chop), DNAJB9 
(Homólogo a DnaJ (HSP40), subfamilia B, miembro 9), EIF2AK3 (Kinasa 3 del factor 
2α de inicio de la traducción, o Perk, Proteín kinasa de retículo endoplásmico), 
HSPA5 (Proteína 5 de Choque Térmico de 70 KDa o Grp78, Proteína regulada por 
Glucosa de 78KDa), HYOU1 (Proteína 1 Sobre-regulada por Hipoxia, también 
denominado ORP150, -Proteína Reguladora de Oxígeno de 150 KDa-, de la familia 
de las chaperonas Heat Shock Protein 70, HSP70) (Vicente Cenzano 2007).
• Modelo celular de Respuesta Integrada a Estrés (RIE). En los genes para los que se 
observaba sobrexpresión en el modelo de ERE (DDIT3, DNAJB9, EIF2AK3, HSPA5 y 
HYOU1), el efecto era aún mayor en el modelo de RIE, especialmente en el gen DDIT3. 
Además, se vio sobrexpresión especíﬁca de este modelo en los genes MAP1LC3B 
(Cadena ligera 3β de la proteína 1 Asociada a Microtúbulos) y PPP1CA (Isoforma α 
de la Subunidad Catalítica de la Proteín-Fosfatasa 1) (Vicente Cenzano 2007).
• Modelo celular de estrés adrenérgico. Se vio sobrexpresión en los genes ARID4A 
(Dominio 4A Interactivo Rico en AT o RBP1, Proteína 1 de Unión a la Proteína 
de Retinoblastoma), CAPN9 (Calpaína 9) e IFT74 (Homólogo del Transportador 
Intraﬂagelar 74, o CCDC2, Continente del Dominio Súper-Enrollado 2); como gen 
representativo de genes reprimidos se estudió TMC5 (Proteína 5 Transmembrana Tipo 
Canal); por otro lado, DSC1 (Desmocolina 1) fue estudiado porque se sobrexpresaba 
tanto con activación adrenérgica con isoproterenol como con estimulación de la 
Adenilato Ciclasa con forskolina (Ramos Martín 2004), y que posteriormente hemos 
comprobado que también se sobrexpresa en el modelo de ERE.
• Modelo celular de sobrexpresión de APP. Puesto que está descrito que, en el cerebro, 
el péptido Aβ es producido principalmente por neuronas (LeBlanc y cols. 1996), 
que la sobrexpresión de APP conlleva un aumento de la secreción de Aβ (Citron y 
cols. 1992) y que se observa sobrexpresión de APP en algunas zonas del cerebro de 
pacientes de EA (Cohen y cols. 1988) se puso a punto en el laboratorio un modelo de 
células de neuroblastoma humano SK-N-MC que sobrexpresan de forma estable APP 
(Recuero y cols. 2004). En un microarray de expresión se observó sobrexpresión en los 
genes GPNMB (Glicoproteína (transmembrana) NMB), COL6A3 (Colágeno del Tipo 
6, α3), CRYAB (Cristalina αB), ZNF804A (se trataba de una proteína no identiﬁcada, 
que actualmente se conoce por Proteína Con Dedos de Zinc 804A), IGFBP7 (Proteína 
7 de Unión al Factor de Crecimiento Tipo Insulina) y GNG12 (Proteína 12 de Unión 
a Guanina, (proteína G)). Además, nos pareció de interés MMP2 (Metaloproteína 




- Otros genes, obtenidos a partir de datos  bibliográﬁcos:
• Causantes de la forma monogénica de la enfermedad: PSEN1 (OMIM *104311) es el 
causante de la mayor parte de los casos de EA Familiar (Cruts y cols. 1998).
• Por su relación con el colesterol, además de HMGCR, que codiﬁca para la 3-Hidroxy-
3-Metil-Glutaril-CoenzymaA Reductasa (OMIM +142910) y que también aparece 
en uno de los modelos celulares del laboratorio, se ha visto que el “ATP-Binding 
Case�e (Case�e de Unión a ATP), subfamilia A” (ABCA), que codiﬁca para proteínas 
implicadas en el transporte de colesterol y fosfolípidos, está relacionada con la EA. 
En particular, ABCA2 (OMIM *600047), se ha identiﬁcado como gen de respuesta a 
colesterol y hay datos que indican que su expresión modula la producción de Aβ 
(Mace y cols. 2005).
• Genes del metabolismo de la homocisteína (Hcy), que en concentraciones altas 
es neurotóxica (Obeid y cols. 2006). Además, la Hcy se ha relacionado con la EA, 
observando mayores niveles de Hcy total en plasma en pacientes de EA que en 
controles (Clarke y cols. 1998):
o MTHFR (OMIM *607093) codiﬁca para la proteína Metilen-Tetra-Hidro-Folato 
Reductasa, que si funciona de un modo incorrecto produce, entre otras cosas, una 
alteración en los niveles de Hcy en plasma.
o MTRR (OMIM *602568) codiﬁca para la proteína 5-Metil-Tetra-Hidro-Folato-
Homocisteína Metiltransferasa Reductasa, que si funciona de un modo incorrecto 
también produce, entre otras cosas, una alteración en los niveles de Hcy en 
plasma.
• Genes de las ADN-Polimerasas. La ADN-Polimerasa Lambda (POLL) (OMIM 
*606343) es la encargada de reparar daños en el ADN y se expresa en cerebro. Este 
gen se estudió en colaboración con el Dr. Luis Blanco.
• Los genes YWHA, que forman la familia multigénica de las proteínas 14-3-3 o 
Proteínas de Activación Tirosina 3-monooxigenasa/Triptófano 5- Monooxigenasa, 
juegan un papel importante en señalización celular, alteraciones transcripcionales 
frente a cambios ambientales y muerte celular programada. Las isoformas que se 
expresan en el cerebro son Zeta (ζ, YWHAZ, OMIM *601288), Beta (β, YWHAB, 
OMIM *601289), Gamma (γ, YWHAG, OMIM *605356) y Epsilon (ε, YWHAE, OMIM 
*605066). Las isoformas ζ y β se unen a la proteína Tau (coinmunoprecipitan en 
extracto de cerebro), ζ causa un aumento en su grado de fosforilación y ambas se 
encuentran en los ovillos neuroﬁbrilares de cerebros de pacientes de EA (Layﬁeld 
y cols. 1996; Hashiguchi y cols. 2000); las isoformas γ y ε están sobrexpresadas en 
cerebros de pacientes de EA (Fountoulakis y cols. 1999).
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Un polimorﬁsmo puede dar resultado positivo en los estudios de asociación por un 
efecto directo o por estar en desequilibrio de ligamiento con otro polimorﬁsmo cercano, 
que sea el factor de riesgo real; por ello, la utilidad de los análisis de asociación aumenta 
cuanto mayor es la densidad del mapa de marcadores con el que podamos trabajar. Debido 
a esto, los SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms, Polimorﬁsmos de Base Única), estables, 
muy abundantes y distribuidos de manera uniforme a lo largo de todo el genoma, son 
los polimorﬁsmos de elección para los estudios de asociación genética en enfermedades 
complejas o en farmacogenética. Además, la naturaleza de los SNPs (cambios bialélicos de 
una base por otra) ha permitido desarrollar técnicas automatizadas y de alto rendimiento 
(High Throughput). La capacidad de estas metodologías es enorme, multiplicando por varios 
órdenes de magnitud la de las más clásicas, basadas en electroforesis en geles (Nowotny y 
cols. 2001). 
Por ello, para estudiar la asociación genética con la EA de los genes a analizar, 
seleccionamos en cado uno de ellos diferentes SNPs.
2.3.2. Estudio funcional de los polimorﬁsmos
Es importante tener en cuenta que para aﬁrmar que un candidato está realmente 
implicado en la patogénesis de una enfermedad, y saber por qué, es necesario encontrar 
la conexión funcional entre la variante genética y al menos una función alterada en la 
enfermedad.
En los modelos celulares de nuestro laboratorio se somete a las células a ERE, a EO y a 
ambos estreses a la vez (RIE), y se ha observado que la expresión del gen DDIT3 aumenta en 
respuesta a ERE y fundamentalmente en respuesta a RIE. Por esto, nos planteamos estudiar 
SNPs de la región promotora de este gen para analizar si afectan a la capacidad de respuesta 
celular a dichos estímulos.
2.3.2.1. DDIT3
El gen DDIT3, (DNA-Damage-Inducible Transcript 3), también conocido como CHOP-10 
(CCAAT/ enhancer binding protein (C/EBP) Homologous Protein -10), CHOP, CEBPZ (CEBPζ), 
GADD153 (Growth Arrest and DNA-Damage inducible gene 153) o MGC4154 ha sido mapeado 
en el cromosoma 12, localización q13.1-q13.2. Fue aislado y caracterizado en 1992 por el 
mismo grupo de investigación que había aislado su homólogo en hámster como un gen de 
respuesta a daño en el ADN (Luethy y cols. 1990; Park y cols. 1992). La proteína para la que 
codiﬁca se conoce habitualmente como Chop.
Chop es un factor de transcripción bZip que se activa en respuesta a agentes que alteren 
de algún modo la maquinaria de plegamiento del RE (Zinszner y cols. 1998). Puede formar 
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homo o heterodímeros con otros miembros de la familia C/EBP, pero los heterodímeros no 
se unen a los sitios clásicos de unión C/EBP, de tal forma que, desde el punto de vista de 
estos sitios diana, Chop es inhibidor de estos factores de transcripción. Sin embargo, los 
homodímeros de Chop sí son capaces de unirse a otras secuencias especíﬁcas diferentes de 
las clásicas C/EBP. Así, Chop tiene un papel dual inhibiendo la función de C/EBPs y activando 
otros genes diana diferentes (Wang y cols. 1998; Oyadomari y cols. 2004). Se ha visto que la 
sobrexpresión de DDIT3 y la microinyección de la proteína Chop conduce a parada del ciclo 
celular y/o a apoptosis, mientras que ratones deﬁcientes en este gen muestran apoptosis 
reducida en respuesta a ERE (Oyadomari y cols. 2004), y deﬁciencias en su expresión pueden 
proteger a las células de la apoptosis producida por ERE (Oyadomari y cols. 2002). Así pues, 
la proteína Chop juega un papel clave en la inducción de la apoptosis celular.
En las enfermedades neurodegenerativas se observa una acumulación de proteínas mal 
plegadas. En el caso de la EA, se ha observado que mutaciones en el gen PSEN1 aumentan 
los niveles de proteína Chop. De hecho, se ha observado que se da una respuesta al estrés 
exagerada en células con mutaciones en PSEN1 (Katayama y cols. 2004), si bien este nivel de 
respuesta tan elevado se debía a una mayor traducción del mensajero Chop, más que a un 
mayor nivel de transcripción. Se ha sugerido que Chop contribuye a la acción patogénica de 







Con el ﬁn de encontrar nuevos factores genéticos de susceptibilidad para la EA y dianas 
terapéuticas que también puedan ser empleados como posibles marcadores patogénicos de 
la misma, nos planteamos los siguientes objetivos:
1. Desarrollar estudios de asociación genética con la Enfermedad de Alzheimer de 
polimorﬁsmos en genes candidatos potencialmente implicados en la patogénesis de 
la  enfermedad:
1a. Genes relacionados con la infección por HSV-1.
1b. Genes obtenidos mediante datos experimentales, procedentes de diferentes 
modelos celulares.
1c. Otros genes, obtenidos a partir de datos bibliográﬁcos.
2. En su caso, desarrollar estudios para encontrar la vinculación funcional de la 
variante genética con el fenotipo “Enfermedad de Alzheimer”. En este contexto, nos 
centraremos en la región promotora del gen DDIT3, como gen clave en la inducción 
celular a apoptosis, con los siguientes objetivos concretos:
2a. Clonaje de la región promotora en vectores que expresen genes reporteros.
2b. Expresión de las diferentes variantes genéticas en células neuronales SK-N-
MC mediante transfección transitoria y estable.
2c. Estudio del efecto de las variantes genéticas sobre la actividad transcripcional 






4. MATERIALES Y MÉTODOS
4.1. Reactivos
Los reactivos empleados en cada ensayo se detallan en los apartados correspondientes. 
Todos los reactivos son de grado analítico.
4.2. Muestras humanas: pacientes y controles
En el laboratorio disponemos de tres muestras caso - control para el análisis de 
genotipos: una muestra de referencia (España - Centro), en la que se analizan todos los SNPs 
seleccionados para los estudios de asociación, y dos muestras de réplica (España - Cataluña 
y Canadá), en las que se analizan aquellos polimorﬁsmos en los que se observan datos 
interesantes en la muestra de referencia. Todos los individuos dieron su consentimiento 
para ser incluidos en estudios de genética que habían sido aprobados por los Comités de 
Ética de las instituciones participantes.
4.2.1. Muestra de España - Centro
Los casos son 248 individuos con una edad de aparición de los síntomas de entre 
43 y 109 años (71.0 ± 10.6 años; media ± desviación estándar), siendo un 64% mujeres. 
Prácticamente la totalidad de los casos presentan la forma esporádica de la enfermedad. 
Todos los casos proceden de servicios de Neurología o Geriatría del área Central de España 
(Madrid y Segovia), donde habían sido clínicamente evaluados y diagnosticados como EA 
probable, de acuerdo a los criterios NINCDS-ADRDA (McKhann y cols. 1984) o mediante 
DSM-IV (“Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders”) (Folstein y cols. 1975).
Los controles son 347 individuos de la misma región de España que los casos y ajustados 
a ellos por año de nacimiento (edad de examen 71.1 ± 14.4 años) y género (el 60% de ellos 
son mujeres). No presentaban signos de demencia según un examen Mini-Mental realizado 
por los mismos servicios de Neurología y/o Geriatría que proporcionaron los casos.
La mayor parte de esta muestra había sido previamente genotipada para APOE: 
isoformas 2, 3 y 4, además de 4 sitios polimórﬁcos en el promotor (-491, -427, -219 y +113, 
relativos al sitio de iniciación de la transcripción), así como para otros genes también 
relacionados con la EA (Bullido y cols. 1998; Artiga y cols. 1998a; Bullido y cols. 2000a).
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4.2.2. Muestra de España - Cataluña
Los casos son 342 individuos con una edad de aparición de los síntomas entre 55 y 
95 años (74.9 ± 6.0 años), siendo un 71% mujeres. Todos los casos proceden de la región 
de Noreste de España (fueron reclutados en Reus) y presentan la forma esporádica de 
la enfermedad, habiendo sido diagnosticados como EA probable según los criterios de 
NINCDS-ADRDA o mediante DSM-IV.
Los controles son 222 individuos de la misma región que los casos y ajustados a los 
casos por año de nacimiento (edad de examen 71.3 ± 8.3) y género (el 53% de ellos son 
mujeres). No presentaban signos de demencia, según exámenes Mini-Mental, MEC y WAIS-
Cubes, realizados por los mismos servicios de Neurología y Geriatría que proporcionaron 
los casos.
Toda la muestra había sido previamente genotipada para APOE: isoformas 2, 3 y 4, y 
está descrita en detalle (Rosich-Estrago y cols. 2004).
4.2.3. Muestra de Canadá
Los casos son 116 individuos con una edad de aparición de los síntomas de entre 42 y 89 
años (70.4 ± 10.5 años), siendo un 62% mujeres. Todos estos individuos fueron diagnosticados 
como EA seguro mediante autopsia en el “London Health Sciencies Center, University of Western 
Ontario”; los criterios para EA incluyeron el diagnóstico de demencia por un neurólogo y una 
puntuación NIA/Reagan que mostró que había una alta probabilidad de que la demencia 
diagnosticada fuese debida a EA.
La muestra control consta de 190 individuos de la misma región que los casos y ajustados 
a ellos por año de nacimiento (edad de examen 76.3 ± 7.7 años) y género (el 49% de ellos 
son mujeres). Los criterios para diagnosticar los controles fueron un estado mental normal 
en un examen clínico previo a la muerte, no necesariamente certiﬁcado por un neurólogo, y 
una puntuación NIA/Reagan que mostraba poca probabilidad de EA (1997; Hyman y cols. 
1997).
Toda la muestra había sido previamente genotipada para APOE: isoformas 2, 3 y 4.
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4.3. Búsqueda y estudio de SNPs de interés
En el contexto del Proyecto Genoma Humano se han encontrado más de 21000.000 
de SNPs distribuidos a lo largo de todo el genoma, que se encuentran en distintas bases 
de datos públicas y/o privadas, si bien actualmente todas las bases de datos están inter-
relacionadas entre sí. El uso de toda la información presente en estas bases de datos permite 
determinar qué SNPs son interesantes para los estudios de asociación genética.
Para la selección de los SNPs de interés para los estudios de asociación se ha seguido 
el siguiente protocolo:
Según la bibliografía y/o los resultados de los distintos modelos celulares puestos 
a punto por el laboratorio se concretaron los loci de interés, y de las bases de datos se 
obtuvo la lista de SNPs asociados a cada locus. Las bases de datos empleadas, por ser las 
más actualizadas en el momento de estudio, fueron las del National Center for Biotechnology 
Information, (NCBI, dbSNP) (h�p://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP, versión Build 126), y la del 
The SNP Consortium, (TSC) (h�p://snp.cshl.org).
Una vez obtenida la lista de SNPs relacionados con un locus, éstos se clasiﬁcaron para 
analizar aquellos que nosotros consideramos más interesantes, esto es, los que en las bases 
de datos están validados, con una frecuencia del alelo minoritario de al menos el 10% y que 
potencialmente pudiesen cambiar alguna función: cambios de aminoácido, que se hallen en 
regiones reguladoras de la expresión del gen, del splicing o que pudieran estar relacionados 
con la estabilidad de ARN mensajero.
Para la “selección funcional”, desde el año 2005 podemos obtener información acerca de 
las funciones que podrían verse alteradas por los SNPs en los programas informáticos de las 
páginas Web de SNP3D (h�p://www.snps3d.org), PupaSuite (h�p://pupasuite.bioinfo.cipf.
es) o Chip Mapper (h�p://bio.chip.org/mapper). Si observamos que los SNPs de las regiones 
promotoras podían alterar el sitio de unión de algún factor de transcripción, se buscó la 
función de estos factores en la página ExPASy (Expert Protein Análisis System, h�p://www.
expasy.org), un servidor de proteómica de “The Swiss Institiute of Bioinformatics” (SIB).
Cuando se encontraron varios SNPs de interés en un mismo gen, se utilizaron métodos 
para estimar o determinar los haplotipos, que pueden ser mucho más informativos que los 
sitios polimórﬁcos estudiados individualmente. Una base de datos que incluye haplotipos 
es la del proyecto de haplotipado del genoma humano, HapMap (h�p://www.hapmap.
org), y una buena herramienta disponible desde 2005 para trabajar con ellos es el so�ware 
SNPBrowserTM, de Applied Biosystems.
Cuando se observó que los SNPs estudiados en un mismo gen estaban parcial o 
totalmente ligados, se calculó su “valor d”, referente al desequilibrio de ligamiento presente 
entre estos SNPs. El “valor d” entre un SNP A y un SNP B va de -0.25 a 0.25, de manera que 
el valor máximo se da si las frecuencias de los 4 alelos (A1, A2, B1, B2) son iguales entre sí 
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y a 0.50 y los alelos A1 y B1 y los A2 y B2 van siempre en el mismo cromosoma y el valor 
mínimo se da si las frecuencias de los 4 alelos (A1, A2, B1, B2) son iguales entre sí y a 0.50 y 
los alelos A1 y B2 y los A2 y B1 van siempre en el mismo cromosoma (h�p://www.uam.es/
personal_pdi/ciencias/gpepe/g-poblaciones/clases/Tema_06/desequilibrio-de-ligamiento.
htm).
Así, los SNPs que seleccionamos por considerarlos interesantes se muestran en la Tabla 
M1. En algunos casos, los SNPs se seleccionaron en colaboración con Raquel Tenorio Vela, 
de nuestro laboratorio.
TABLA M1
Lista de SNPs analizados
Gen LocusID Chr. dbSNP * A1 A2 Localización** Técnica
 
R����������� ��� �� I�������� ��� H����� S������ V���� ���� I
EIF2AK2 5610 2 rs2254958 T C 5’UTR –308 TaqMan
EIF2AK2 5610 2 rs4648174 G A Intrón 4 TaqMan
EIF2AK2 5610 2 rs3770768 C T Intrón 13 TaqMan
PVRL2 5819 19 hCV11711387 T C Promotor –7004 TaqMan
PVRL2 5819 19 rs3745150 G C 3’ gen +3882 TaqMan
TAP2 6891 6 rs241447 G A Ala665Thr FRET
TAP2 6891 6 rs241448 C T Gln687Stop TaqMan
I�������� ��� E����� O��������
PLA2G3 50487 22 rs3788428 * C T Promotor –940 TaqMan
PLA2G3 50487 22 rs9619169 * C A Promotor –749 TaqMan
PLA2G3 50487 22 rs2232170 C T Promotor –529 TaqMan
PLA2G3 50487 22 rs2074734 C G Glu116Gln FRET
PLA2G3 50487 22 rs2074735 G C Leu157Val FRET
PLA2G3 50487 22 rs2072193 G C Ser322Arg TaqMan
PLA2G3 50487 22 rs740231 * A G 3’UTR +558 TaqMan
HMGCR 3156 7 rs3761740 A C Promotor, -966 TaqMan
HMGCR 3156 5 rs5909 G A 3’UTR +8 TaqMan
I�������� ��� E����� �� R������� E�����������
DDIT3 1649 12 rs3847699 C G Promotor –1507 TaqMan
DNAJB9 4189 7 rs2227272 T C Promotor –783 TaqMan
EIF2AK3 9451 2 rs1805164 G A Gln597Gln TaqMan
EIF2AK3 9451 2 rs1805165 T G Val704Ser TaqMan
HSPA5 3309 9 rs17840761 C T Promotor –370 TaqMan
HSPA5 3309 9 rs391957 * A G Promotor –415 TaqMan
HYOU1 10525 11 rs13929 * C G 3’UTR +550 TaqMan
HYOU1 10525 11 rs1003081 * A C 3’ gen +907 TaqMan
 
R����������� ��� �� R�������� I�������� � E�����  
MAP1LC3B 81631 16 rs11117269 T C Promotor –740 TaqMan
MAP1LC3B 81631 16 rs9903 C T 3’UTR +405 TaqMan
PPP1CA 5499 11 rs7480390 * G C Promotor –223 TaqMan
I�������� ��� E����� A����������
ARID4A 5926 14 rs1051858 G A Ala779Thr TaqMan
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Tabla M1. Lista de SNPs estudiados.
Se agrupan los genes en función de la aproximación de la que surgen como candidatos.
Para cada SNP se muestra el gen en el que se encuentra con su LocusID (del NCBI), cromosoma en 
el que está (Chr.), código dbSNP, alelos en el contexto génico (A1 y A2), localización en la proteína 
(SNPs codiﬁcantes) o en el gen (SNPs en regiones reguladoras) y la técnica o técnicas empleada(s) 
para el genotipado.
* La ﬁcha en el dbSNP Build 126 de los SNPs señalados muestra la secuencia reverso-complementaria 
respecto al contexto génico.
** La localización génica de los polimorﬁsmos de promotor se reﬁere siempre al inicio de la 
transcripción; la de los polimorﬁsmos de las regiones 5’ y 3’ UTR se reﬁere, respectivamente al 
inicio y a la parada de la traducción; de los polimorﬁsmos señalados como  3’ gen se reﬁere al ﬁnal 
de la transcripción.
CAPN9 10753 1 rs3895368 * C T Promotor –57 TaqMan
CAPN9 10753 1 rs1933631 C A Gln322Lys TaqMan
DSC1 1823 18 rs1789072 * A G Intrón 15 TaqMan
IFT74 80173 9 rs3429 * T C Ile432Thr TaqMan
TMC5 79838 16 rs2245086 T C 3’UTR +45 TaqMan
I�������� ��� S������������ �� APP
GPNMB 10457 7 rs199348 * A C Intrón 2 TaqMan
GPNMB 10457 7 rs858239 * G A Promotor –1 TaqMan
COL6A3 1293 2 rs7599762 * C G Promotor –65 TaqMan
COL6A3 1293 2 rs2645779 * A G Intrón 1 TaqMan
COL6A3 1293 2 rs7436 A T 3’UTR +606 TaqMan
CRYAB 1410 11 rs762550 G A Promotor  –626 TaqMan
CRYAB 1410 11 rs4252583 * T C Promotor –348 TaqMan
CRYAB 1410 11 rs14133 G C Promotor –224 TaqMan
ZNF804A 91752 2 rs10497655 C T Promotor –1052 TaqMan
IGFBP7 3490 4 rs4075349 A G Promotor –417 TaqMan
IGFBP7 3490 4 rs3755906 * T A Intrón 2 TaqMan
GNG12 55970 1 rs2295942 * A G Intrón 3 TaqMan
MMP2 4313 16 rs2287073 G C Promotor –61 TaqMan
MMP2 4313 16 rs2287074 G A Thr460Thr TaqMan
MMP2 4313 16 rs7201 C A 3’UTR +261 TaqMan
C�������� �� �� F���� M��������� �� �� E��������� �� A��������
PSEN1 5663 14 rs3025786 C T Intrón 7 FRET - TaqMan
PSEN1 5663 14 rs165932 * T G Intrón 8 RFLP - FRET
R����������� ��� �� M���������� ��� C���������
ABCA2 20 9 rs908832 * C T Asp479Asp TaqMan
R����������� ��� �� M���������� �� �� H�����������
MTHFR 4525 1 rs1801133 C T Val222Ala FRET
MTHFR 4525 1 rs1801131 C A Glu429Ala FRET
MTRR 4552 5 rs1801394 G A Ile22Met TaqMan
R��������� �� D���� �� �� ADN
POLL 27343 10 rs3730477 T C Trp438Arg TaqMan
F������ M���������� �� ��� P�������� 14-3-3
YWHAB 7529 20  rs3208334 A G 3’ UTR +93 FRET
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4.4. Análisis de genotipos
Según el año de estudio de cada SNP se empleó una u otra técnica, siendo cada una de 
más alto rendimiento que la anterior. La Tabla M1 muestra los polimorﬁsmos analizados, 
su identiﬁcación, gen al que pertenecen y localización dentro del gen, además de la técnica 
que se empleó para cada uno.
4.4.1. Polimorﬁsmos en la Longitud de Fragmentos de Restricción (R.F.L.P.)
Se trata de una técnica en la que podemos diferenciar polimorﬁsmos mediante el 
análisis de los fragmentos generados por cortes especíﬁcos en el ADN con endonucleasas 
de restricción. Son enzimas que cortan el ADN en secuencias especíﬁcas, dependiendo de la 
enzima empleada, ya que cada una tiene una diana especíﬁca.
El fundamento teórico de esta técnica se basa en que puede ocurrir que un alelo con su 
secuencia ﬂanqueante forme una diana de restricción y otro no, de tal forma que tras una 
PCR y posterior digestión enzimática del ampliﬁcado podemos diferenciar los alelos en un 
gel según los tamaños de los fragmentos obtenidos tras la digestión.
Esta técnica fue empleada para completar el análisis del SNP del Intrón 8 de PSEN1, 
rs165932, en los individuos de la muestra de España - Centro con edad de aparición de los 
síntomas a partir de 60 años, según métodos descritos (Aldudo y cols. 1997).
4.4.2. Transferencia de Energía Fluorescente por Resonancia (F.R.E.T.)
El uso de las sondas FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) en un aparato de PCR 
a tiempo real (LightCycler® de Roche) para genotipar es un procedimiento rápido y sencillo, 
que presenta ventajas considerables sobre métodos más tradicionales como las enzimas de 
restricción para el análisis de grupos numerosos de individuos, como la genotipación en el 
mismo proceso de la PCR, sin más manipulaciones o el alto rendimiento (High Throughput), 
entre otras (Wi�wer y cols. 1997; Bernard y cols. 2000).
En esta técnica se emplean dos sondas que hibridan en nuestro ampliﬁcado de tal modo 
que una de ellas (anchor) hibrida siempre perfectamente con la secuencia de éste y la otra 
(sensor) hibrida perfectamente o con un desapareamiento dependiendo del alelo. La sonda 
sensor lleva incorporada ﬂuoresceína, y la sonda anchor un ﬂuoróforo rojo (LC-Red640 o LC-
Red705); cada marca está incorporada en un extremo de la sonda, de tal forma que cuando 
ambas sondas están unidas al ADN las dos marcas ﬂuorescentes quedan adyacentes. Por 
una emisión de energía de longitud de onda determinada del LightCycler®, la ﬂuoresceína 
se excita y le transﬁere la energía al ﬂuoróforo rojo, que emite una ﬂuorescencia roja que el 
aparato detecta.
El fundamento teórico de la genotipiﬁcación con sondas FRET se resume en que 
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si en un SNP bialélico determinado tenemos los alelos “A” y “B”, tras realizar la PCR 
seguida de una desnaturalización (melting) obtendríamos un gráﬁco de ﬂuorescencia en 
función de la temperatura, en la que se distinguen claramente los tres posibles genotipos 
gracias a la representación de 
las distintas temperaturas de 
desnaturalización o melting (Tm) 
de cada uno de los alelos. Si hay 
un desapareamiento respecto 
a la sonda la disminución de la 
ﬂuorescencia ocurre de 3 a 5OC 
por debajo de la Tm de la sonda, 
diferencia fácilmente observable 
para determinar qué genotipo 
es el analizado (Bernard y cols. 
1998). Ver Figura M1.
Figura M1. Figura teórica de los tres genotipos observados 
con la técnica de sondas FRET. En la esquina superior derecha 
se observa el esquema de la hibridación de las sondas, con 
desapareamiento o no según el alelo que se encuentre en el SNP.
Esta técnica fue empleada para analizar los siguientes SNPs:
- rs1801131, A1298C en MTHFR (Glu429Ala), en toda la muestra de España - Centro. Las 
condiciones de PCR son Cl2Mg 3 mM, oligonucleótidos 0.6 µM, sondas 0.1 µM, con el 
kit de Roche (Lightcycler-FastStart DNA Master Hybridyzation Probes). El programa de 
PCR consta de una desnaturalización inicial a 95OC 10 minutos, 50 ciclos de 95OC 15 
sg, 57OC 15 sg y 72OC 15 sg, desnaturalización lenta de 50 a 75OC y enfriamiento 40OC 
30 sg. Las secuencias de los oligonucleótidos y sondas fueron (de 5’ a 3’): Pr-U GCA 
ATT CCT CTT CCC CTG CC, Pr-L TCC CCA CTT CCA GCA TCA CTC, Sensor (A) CTT 
CAA AGA CAC TTT CTT CAC TGG TC-Fluoresceína y Anchor LCRed640-CTC CTC 
CCC CCA CAT CTT CAG CAG. El pico con Tm 58OC representa al alelo C y con 65OC 
al alelo A. El tamaño del ampliﬁcado es de 202 pares de bases (pb).
- rs2074734, C346G en PLA2G3 (Gln116Glu), en toda la muestra de España - Centro. Las 
condiciones de PCR son Cl2Mg 2 mM, oligonucleótidos 0.8 µM, sondas 0.1 µM, con el 
kit de Roche (Lightcycler-FastStart DNA Master Hybridyzation Probes). El programa de 
PCR consta de una desnaturalización inicial a 95OC 10 minutos, 50 ciclos de 95OC 15 
sg, 57OC 15 sg y 72OC 15 sg, desnaturalización lenta de 40 a 80OC y enfriamiento 40OC 
30 sg. Las secuencias de los oligonucleótidos y sondas fueron (de 5’ a 3’): Pr-U CGG 
TGC TCT CTG TGC TCA T, Pr-L ACA CCC CTC ATG GCT CAC, Sensor (C) CAT GCC 
TCC CAC TGA CTC TGA A-Fluoresceína y Anchor LCRed640-AGT GGC CAG TGC 
TCT CTG CAG CTC. El pico con Tm 54OC representa al alelo C y con 63OC al alelo G. 
El tamaño del ampliﬁcado es de 284 pb.
- rs2074735, C469G PLA2G3 (Val157Leu), en toda la muestra de España - Centro. 
El ampliﬁcado y las condiciones de PCR son las mismas que para el polimorﬁsmo 
rs2074734, con las sondas Sensor (C) CAT GCC TGG CAC ACT GTG G-Fluoresceína y 
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Anchor LCRed705-GTG GAG TTG GAG ATT CTG CTG GGA ACT C. El pico con Tm 
54OC representa al alelo G y con 64OC al alelo C.
- rs3025786, del Intrón 7 de PSEN1 en la muestra de España - Centro. Las condiciones 
de PCR son Cl2Mg 3 mM, oligonucleótidos 1 µM, sondas 0.1 µM, con el kit de Roche 
(Lightcycler-FastStart DNA Master Hybridyzation Probes). El programa de PCR consta de 
una desnaturalización inicial a 95OC 10 minutos, 50 ciclos de 95OC 20 sg, 50OC 20 sg y 
72OC 20 sg, desnaturalización lenta de 50 a 80OC y un enfriamiento a 40OC 30 sg. Las 
secuencias de los oligonucleótidos y sondas son (de 5’ a 3’): Pr-U GTT CAC CTG CCA 
TTT ATT TCA TA, Pr-L TTC TCT CCT GAG CTG TTT CAA, Sensor (C) CAT TTT ATT 
AGA TGT CTC TTA TGT TTT TC-Fluoresceína y Anchor LCRed640-TTT CTA GAT 
TTA GTG GCT GTT TTG TGT CC. El pico con Tm 53OC representa al alelo C y con 
60OC al alelo T. El tamaño del ampliﬁcado es de 225 pb.
- rs165932, del Intrón 8 de PSEN1 en los individuos de la muestra de España - Centro de 
entre 40 y 59 años. Las condiciones de PCR fueron Cl2Mg 2.5 mM, oligonucleótidos 0.4 
µM, sondas 0.2 µM, con el kit de Roche (Lightcycler-FastStart DNA Master Hybridyzation 
Probes). El programa de PCR consta de una desnaturalización inicial a 95OC 10 minutos, 
50 ciclos de 95OC 20 sg, 50OC 20 sg y 72OC 20 sg, desnaturalización lenta de 40 a 75OC y 
enfriamiento a 40OC 30 sg. Las secuencias de los oligonucleótidos y sondas fueron (de 
5’ a 3’): Pr-U GTT CAC CTG CCA TTT ATT TCA TA, Pr-L ACA AGT ACC ATG AAA 
ATG ACC AT, Sensor (G) CAA TAA GTA TTT GAG AAG GAT ATT G-Fluoresceína y 
Anchor LCRed640-TTA GTA ATC AGT GTA GAA TTT ATC GGA AC. El pico con Tm 
48OC representa al alelo T (Alelo 1) y con 52OC al G (Alelo 2). El tamaño del ampliﬁcado 
es de 348 pb.
- rs241447, G1993A de TAP2 (Ala665Thr) en todos los individuos de la muestra de 
Canadá. Las condiciones de PCR son Cl2Mg 2,5 mM, oligonucleótidos 0.8 µM, sondas 
0.1 µM, con el kit de Roche (Lightcycler-FastStart DNA Master Hybridyzation Probes). 
El programa de PCR consta de una desnaturalización inicial a 95OC 10 minutos, 50 
ciclos de 95OC 20 sg, 56OC 20 sg y 72OC 15 sg, desnaturalización lenta de 40 a 80OC y 
enfriamiento 40C 30 sg. Las secuencias de los oligonucleótidos y sondas fueron (de 5’ 
a 3’): Pr-U TTC CTG TCT TTC TGA GGC ACT, Pr-L TCC TGG AGC ACC AGG ATC 
T, Sensor (G) CGC GCT GAA CTG CCT GCA-Fluoresceína y Anchor LCRed640-CCT 
GTG AGC AAT CAC CAG CAC TGT GC. El pico con Tm 58OC representa al alelo A 
y con 65OC al alelo G. El tamaño del ampliﬁcado es de 135 pb. Por la optimización del 
protocolo de Roche con este SNP para el empleo de las sondas FRET para genotipado 
obtuvimos el “Premio Roche Applied Science en Aplicaciones del Sistema LightCycler®” 
en 2003. (Martínez-García y cols. 2004) (Anexo II-B).
- rs3208334, en la región 3’ UTR de YWHAB en la muestra de España - Centro. Las 
condiciones de PCR son Cl2Mg 2m M, oligonucleótidos 0.4 µM, sondas 0.1 µM, con el 
kit de Roche (Lightcycler-FastStart DNA Master Hybridyzation Probes). El programa de 
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PCR consta de una desnaturalización inicial a 95OC 10 minutos, 50 ciclos de 95OC 15 sg, 
52OC 15 sg y 72OC 15 sg, desnaturalización lenta de 35 a 75OC y enfriamiento 40OC sg. 
Las secuencias de los oligonucleótidos y sondas fueron (de 5’ a 3’): Pr-U GCT TTG ATT 
ATA CTT CCT TTC TCT TGC, Pr-L GCT GTT TAT CCC ATG AAC CAT, Sensor (G) 
LCRed640-TAC GAT TCT CTT TTC TTT TTT TTT y Anchor Fluoresceína-AGG CTG 
TGA AAA ATC GAA AGT CGA. El pico con Tm 40OC representa al alelo A y con 47OC 
al alelo G. El tamaño del ampliﬁcado es de 245 pb.
4.4.3. Sondas de Hidrólisis (TaqMan®)
Esta técnica de genotipado está optimizada para otro aparato de PCR a tiempo real, el 
AbiPrism® 7900HT Sequence Detection System, de Applied Biosystems. También incluye una 
sonda en la reacción de ampliﬁcación, por lo que la reacción de ampliﬁcación y genotipado 
se lleva a cabo en un único paso. Esta sonda hibrida con el ampliﬁcado en el paso de 
anillamiento y elongación y cuando la Taq polimerasa llega a ella la corta con su actividad 
5’exonucleasa (éste es el motivo de que el anillamiento y la elongación se lleven a cabo en 
un paso, a la misma temperatura, 60OC, para que la enzima presente esta actividad). El 
corte de la sonda solamente se produce si la sonda está perfectamente hibridada al molde, 
sin embargo, si hay algún desapareamiento, la sonda se despega íntegra del molde por 
desplazamiento de la nueva cadena en elongación.
Empleando una sonda ﬂuorogénica podemos analizar las muestras sin procesamientos 
posteriores a la PCR. Esta sonda consiste en un oligonucleótido que en uno de los extremos 
Figura M2. Representación teórica del funcionamiento de las 
sondas TaqMan®. Si la sonda está perfectamente hibridada al 
molde, cuando la polimerasa la alcanza la hidroliza, liberando 
la marca ﬂuorescente y provocando así un aumento de la 
ﬂuorescencia.
lleva un marcador ﬂuorescente 
(reporter) y en el otro extremo un 
silenciador de la señal ﬂuorescente 
(quencher). En la sonda íntegra, la 
proximidad del quencher reduce 
la señal ﬂuorescente y cuando se 
produce el corte de la sonda la señal 
ﬂuorescente se libera, provocando 
un aumento en la intensidad de la 
ﬂuorescencia. De esta forma, un 
aumento de la señal ﬂuorescente 
indica que la diana especíﬁca de 
la sonda se ha ampliﬁcado (Livak 
1999). La Figura M2 ilustra cómo 
funcionan estas sondas.
Estas sondas se pueden emplear para cuantiﬁcar el ADN presente en una muestra 
en PCR a tiempo real, pero también son muy útiles para genotipar con alto rendimiento. La 
MATERIALES Y MÉTODOS
62
Figura M3. Representación de un análisis de genotipado 
mediante sondas TaqMan®. Las nubes de puntos azules, 
rojos y verdes representan, respectivamente, a los individuos 
homocigotos para el alelo 1, a los homocigotos para el alelo 
2 y a los heterocigotos. Los puntos negros representan los 
controles negativos de la PCR.
sondas) se diseñan de tal manera que todos funcionan en las mismas condiciones de PCR 
(condiciones universales). De esta manera, la mezcla de reacción, la “Universal PCR Master 
Mix, No AmpErase® UNG”, y el programa de PCR: desnaturalización inicial a 95OC 10 minutos 
y 40 ciclos de 95OC 15 sg y 60OC 1 minuto, es común para todos ellos. Una vez ﬁ nalizada la 
PCR se realiza la discriminación alélica, detectando qué marca ﬂ uorescente ha sido liberada 
durante el proceso.
4.5. Plásmidos y clonajes
Los  promotores ampliﬁ cados se subclonaron en pcDNA3,  de Invitrogen y 
posteriormente se clonaron en el plásmido pXP2 (donado por el Prof. Francisco Zafra) del 
Centro de Biología Molecular “Severo Ochoa”), sin actividad promotora per se (Nordeen 
1988). El plásmido que se empleó como control en los experimentos de transfección transitoria 
fue la construcción pSV-β-galactosidasa, de Promega.
4.5.1. Clonaje de la región promotora del gen DDIT3 en un vector
Se ampliﬁ có por PCR la región correspondiente a los nucleótidos -1626 a +60 (tomando 
región genómica que incluye el SNP 
se ampliﬁ ca en presencia de dos 
sondas TaqMan®, de forma que cada 
una de ellas hibrida perfectamente 
con uno de los alelos y su región 
ﬂ anqueante, y cada una de ellas con 
una marca ﬂ uorogénica diferente, 
de tal forma que la señal de cada 
una sólo se libera en presencia del 
alelo con el que la sonda hibrida, 
y no con el alelo con el que hay un 
desapareamiento (Ranade y cols. 
2001). Tras el proceso de PCR-
genotipiﬁ cación se obtiene un gráﬁ co 
como el mostrado en la Figura M3.
Esta técnica se empleó 
para analizar 49 SNPs, según 
las indicaciones del fabricante 
(Applied Biosystems(TM)). Los 
ensayos especíﬁ cos para cada SNP 
(que incluyen oligonucleótidos y 
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como +1 el inicio de la transcripción) a partir de ADN genómico de un individuo que 
presentaba la forma alélica -1507C.
Los oligonucleótidos para la PCR -fabricados por Invitrogen- incluyeron sendas 
dianas de restricción para facilitar el clonaje creando tras la restricción sendos extremos 
cohesivos (indicadas como texto subrayado) y unas colas para facilitar el corte por la enzima 
de restricción de la diana (en minúsculas):
 DDIT3-Prom-Upper: 5’ cta gta gct tgg atC CGG CCT TGT GAC AGT TTC T 3’  
 DDIT3-Prom-Lower: 5’ tat aca cta caa gct TGC CAC CCG CTC ATC TTT 3’ 
Los promotores se ampliﬁcaron en las siguientes condiciones de PCR (reactivos de 
Biotools, excepto los nucleótidos, de Applied Biosystems): 50ng de ADN genómico se 
incubaron con Tris HCl 75mM pH 9.0, Cl2Mg 1 mM, 1 unidad de Taq polimerasa, nucleótidos 
200 µM y oligonucleótidos 0.8 µM, en un programa de PCR que incluía una desnaturalización 
inicial a 94OC 5 minutos, 40 ciclos de 94OC 30 sg, 55OC 30 sg y 72OC 1 minuto y una elongación 
ﬁnal de 72OC 10 minutos, en el termociclador GeneAmp PCR System 9600, de Perkin Elmer.
Los productos ampliﬁcados se puriﬁcaron con el “QIAquick® PCR Puriﬁcation kit”, de 
Qiagen, se sometieron a digestión enzimática durante 16 horas a 37OC en tampón 2 -New 
England Biolabs- con 10 unidades de BamHI -New England Biolabs- y de HindIII y estos 
ampliﬁcados digeridos se puriﬁcaron de banda con el “QIAquick Gel Extraction kit”, de 
Qiagen.
Posteriormente, el promotor digerido y puriﬁcado se insertó en pcDNA3, que 
previamente había sido digerido y puriﬁcado de la misma manera que el promotor 
correspondiente, utilizando el “Quick Ligation Kit”, de New England Biolabs, según 
instrucciones recomendadas por el fabricante, 10 minutos a temperatura ambiente.
Se transformaron bacterias XL1-Blue competentes mediante choque térmico (42OC 
30 segundos), y se crecieron en medio selectivo (LB: 5 gramos de extracto de levadura, 10 
gramos de Triptona-Peptona -ambas de Difco- y 10 gramos de NaCl -Merck- por litro, con 100 
µg/ml ampicilina -Roche-). El ADN plasmídico fue extraído de las bacterias transformadas 
empleando el kit “Wizard® Plus SV Minipreps”, de Promega.
Para subclonar las regiones promotoras en pXP2 se extrajeron mediante restricción 
desde pcDNA3 con las mismas condiciones y enzimas de restricción empleadas en los pasos 
anteriores, se puriﬁcó de banda y se ligaron en pXP2, también digerido y puriﬁcado de 
la manera ya descrita. Se transformaron bacterias competentes y el ADN plasmídico fue 
extraído de las mismas por el método ya descrito.
Una vez comprobada la secuencia para todas las construcciones, se realizaron MaxiPreps 
con el “QIAGEN® Plasmid Puriﬁcation kit”, de Qiagen, según indicaciones del fabricante, para 
obtener una cantidad de plásmido suﬁciente para las posteriores transfecciones celulares.
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El plásmido pXP2 tiene el sitio de clonaje en 5’ al inicio de la secuencia codiﬁcante 
del gen de la luciferasa. Esta enzima cataliza una reacción que, en presencia de luciferina, 
genera emisión de fotones. Así, la actividad luciferasa se puede medir en un luminómetro 
que cuantiﬁca el destello emitido, y de esta forma, la medida de la actividad luciferasa es un 
indicador cuantitativo de la actividad transcripcional de la región promotora clonada en el 
plásmido pXP2, que dirige su expresión.
4.5.2. Generación del alelo 2 mediante mutagénesis dirigida
La otra variante alélica (-1507G) se obtuvo por mutagénesis dirigida con el “QuickChange® 
Site-directed Mutagenesis kit”, de Stratagene, según indicaciones del fabricante. La secuencia 
de los oligonucleótidos utilizados se indica a continuación, señalando con subrayado la base 
a mutar (fabricados por Invitrogen):
 DDIT3-Mut-Upper: 5’ACT TTG CAT TCT GGG TGG TGC GTT TT3’    
 DDIT3-Mut-Lower: 5’AAA ACG CAC CAC CCA GAA TGC AAA GT3’
El programa de PCR consistió en una desnaturalización inicial a 95OC 30 sg y 16 ciclos 
de 95OC 30 sg y 68OC 10 minutos en el mismo termociclador donde se realizó la PCR de la 
región promotora. Posteriormente se incubó el producto de PCR a 37OC durante 1 hora con 
DpnI para eliminar el plásmido original.
Se transformaron bacterias competentes y se puriﬁcó el ADN plasmídico de la misma 
manera ya descrita para la primera variante alélica.
La secuencia de todas las construcciones generadas fue comprobada en el servicio de 
Secuenciación del Parque Cientíﬁco de Madrid (PCM).
4.6. Líneas Celulares
En la realización del trabajo se ha utilizado la línea celular de neuroblastoma humano 
SK-N-MC (American Type Cultura Collection, ATCC, ref. HTB-10). Se creció en monocapa 
sobre placas de cultivo de 10 cm de diámetro (P100, de Falcon) y se mantuvo en medio 
mínimo esencial (MEM -Gibco-), suplementado con 10% de Suero Bovino Fetal -Sigma- 
descomplementado durante 30 minutos a 56OC, aminoácidos no esenciales (L-alanina 39.2 
mg/l, L-asparragina·H2O 60 mg/l, L-ácido aspártico 53.2 mg/l, L-ácido glutámico 58.8 mg/l 
y L-prolina 46 mg/l, todos de Merck), L-glutamina 4 mM -Merck-, piruvato sódico 1 mM -
Merck-, y gentamicina 50 µg/ml -Sigma-.
Las células se cultivaron a 37OC en una atmósfera humidiﬁcada con CO2 al 7%.
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4.7. Transfección de células y medida de la actividad transcripcional
Los plásmidos generados se emplearon para la transfección transitoria y estable de 
células de neuroblastoma humano SK-N-MC.
4.7.1. Transfección transitoria con las construcciones pXP2-DDIT3
El día previo a la transfección se siembran 2 x 105 células por pocillo en una placa 
de 24 pocillos (M24, de Falcon). Se transfectan 0.7 µg de ADN por pocillo mezclando los 
plásmidos pXP2-DDIT3 y pSV-β-galactosidasa en una relación 1:1 (0.35 µg de pXP2 y 0.35 
µg de β-gal) con Lipofectamina Plus (de Life Technologies), siguiendo las indicaciones del 
fabricante, en relación ADN:Lipofectamina 1:3 y dejando la incubación de las células con el 
plásmido 5 horas. A las 24 horas de la transfección se hace el tratamiento a las células para 
ver la respuesta al estímulo.
Para analizar las células transfectadas con construcciones que expresan luciferasa, tras 
lavar con Tampón Fosfato Salino (PBS) (8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCl, 2.89 g/l HNa2(PO4)2·12 H2O 
y 0.2 g/l HK(PO4), todo de Merck), se lisan las células con 200 µl del kit “Cell Culture Lysis 
Reagent”, de Promega (25mM Tris pH 7.8 con H3PO4, 2 mM CDTA, 2 mM DTT, 10% glicerol y 
1% Tritón X-100). Para facilitar la lisis se deja 10 minutos a temperatura ambiente y después 
se someten las células a un ciclo de congelación (mínimo 2 horas a -70OC) y descongelación a 
temperatura ambiente; para desechar los restos celulares grandes se centrifugan las muestras 
a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos.
El lisado celular fue ensayado para las actividades β-galactosidasa, como indicador de 
la eﬁciencia de la transfección, y luciferasa, como indicador de la actividad transcripcional 
del promotor de DDIT3:
- Ensayo de actividad β-galactosidasa. Se incuban 50 µl de lisado celular en una placa 
de E.L.I.S.A. con 50 µl de sustrato de enzima (2mM MgCl2 -Merck-, 100 mM β-
mercaptoetanol -Sigma-, 120 mM Na2HPO4, 80 mM NaH2PO4 -ambos de Carlo Erba- 
y 1.33 mg/ml de ONPG (2-Nitrofenil-β-D-galactopiranósido) -Sigma-). Esta reacción 
origina un producto coloreado cuya concentración se mide como absorbancia a 415 nm 
en un lector de placas de E.L.I.S.A. (Modelo 680, de BioRad).
- Ensayo de actividad luciferasa. Se miden 40 µl de lisado celular añadiendo 100 µl 
de reactivo de la enzima (20 mM Tricina, 1.07 mM MgCO4, 33.3 mM DTT, 270 µM 
Coenzima A -todo de Sigma-, 2.67 mM MgSO4, 0.1 mM EDTA -ambos de Merck-, 470 
µM sal potásica de Luciferina -Promega- y 530 µM ATP -Boehringer Mannheim-); 
alternativamente, se empleó el reactivo del kit Luciferase Assay System -Promega-. La 




La actividad transcripcional de ambas construcciones del promotor de DDIT3 se 
expresa como la actividad relativa luciferasa/β-galactosidasa.
4.7.2. Transfección estable con las construcciones pXP2-DDIT3
Dos días antes de la transfección se siembran 3 x 106 células en una placa de cultivo 
P100. Se mezclan los plásmidos pXP2-DDIT3 (construcciones -1507C o -1507G) y pcDNA3 
en una relación 90:10 para transfectar 16 µg de ADN (14.4 µg de pXP2 y 1.6 µg de pcDNA3) 
por placa con Lipofectamina Plus, según indicaciones del fabricante, en relación ADN:
Lipofectamina 1:4, durante 5 horas.
Se recogen las células de la placa P100 mediante tripsinización (con una solución 
de tripsina 500 mg/l -Difco- y EDTA 160 mg/l -Merck-) y se siembran diluciones de la 
transfección 1/2, 1/10, 1/100 y 1/1000. Al día siguiente, y a partir de ahí cada 3 ó 4 días (2 
veces en semana), se sustituye el medio por medio fresco con Geneticina 400 µg/ml -Gibco- 
hasta obtener clones aislados resistentes al antibiótico.
Se recogen los clones por aspiración con una pipeta automática y se siembran en 
una M24 para su expansión. Se analiza la actividad luciferasa y mantenemos las líneas 
que presentan mayor actividad. Además, se realiza una normalización de la cantidad de 
construcción pXP2 en función del número de células. Para esto, se puriﬁca el DNA celular 
de la mitad del volumen resultante de la lisis con el kit High Pure PCR Template Preparation 
y se realizan PCRs a tiempo real en el aparato AbiPrism® 7900HT Sequence Detection System, 
de Applied Biosystems en las condiciones universales de PCR indicadas por el fabricante. 
Se determina la cantidad de plásmido que hay en el extracto ampliﬁcando un fragmento del 
gen de la luciferasa con los oligonucleótidos 5’CCT TGA TTG ACA AGG ATG GAT GGC3’ y 
5’CAT CGT CGG GAA GAC CTG CCA CGC CC3’ y se calcula su cantidad relativa en función 
del número de células. Para calcular este valor, se cuantiﬁca la cantidad de 18S, constante en 
la célula mediante el ensayo de Applied Biosystems Hs99999901_s1.
4.8. Tratamientos celulares
Para inducir EO se emplea el sistema Xantina / Xantina-Oxidasa. (Xantina 10 µM -
Sigma- en NaOH 0.1mM -Merck- y Xantina-Oxidasa 50 mU/ml -Roche-), que produce 
liberación de aniones superóxido (O2-).
Para inducir ERE se emplea Tunicamicina (2.5 µg/ml en DMSO, todo de Sigma), que 
es un antibiótico producido por Streptomyces lysosuperﬁcus que inhibe la N-glicosilación de 
las proteínas.
Para la convergencia de ambos estreses se añade el sistema Xantina / Xantina-Oxidasa 
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y Tunicamicina simultáneamente en las cantidades ya indicadas.
Los tratamientos se realizaron de manera puntual, recogiendo a un determinado punto 
(normalmente, 18 horas), o en cinéticas, recogiendo puntos durante 24 horas a intervalos de 
3 horas.
4.9. Análisis estadísticos
Los análisis se realizaron empleando una hoja de cálculo (Microso� Excel).
Las distribuciones de alelos y genotipos fueron analizadas mediante el test χ2. Cuando 
el test χ2 fue signiﬁcativo, esto es, con valor p<0.05, la potencia de la asociación entre el 
polimorﬁsmos y la EA fue estimada con el riesgo relativo (Odds Ratio, OR), con intervalos de 
conﬁanza (IC) del 95%, siguiendo métodos descritos (Morris y cols. 1988).
Los posibles efectos del genotipo ApoE, la edad y el sexo sobre el riesgo asociado 
al polimorﬁsmo en estudio se analizaron por estratiﬁcación. También se estratiﬁcó para 
obtener una primera estimación de la interacción entre genes y/o SNPs del mismo gen.
Para las asociaciones positivas, se realizaron estudios de regresión logística con el 
programa SPSS.
Para estudiar la actividad transcripcional de las regiones promotoras, se normalizó las 
cuentas de actividad luciferasa respecto a las miliunidades de actividad β-galactosidasa. 
Para calcular la signiﬁcatividad de las diferencias encontradas en la actividad transcripcional 








Con la ﬁnalidad de determinar si alguno de los 56 polimorﬁsmos (SNPs) analizados 
tenían relevancia en el desarrollo de la EA, se llevó a cabo un estudio transversal caso - 
control empleando en primer lugar una muestra de población de España - Centro. Los 
SNPs para los que se encontró asociación estadísticamente signiﬁcativa se analizaron en las 
muestras de réplica de España - Cataluña y/o de Canadá (la descripción de las muestras se 
presenta en el apartado 4.2 de “Materiales y Métodos”).
Se analizó la distribución de frecuencias de alelos y genotipos de cada polimorﬁsmo 
con el ﬁn de identiﬁcar posibles diferencias signiﬁcativas en estas distribuciones entre el 
grupo de los casos y el grupo de los individuos controles. En todos los polimorﬁsmos se 
comprobó que la distribución genotípica para las muestras control era la esperada según el 
equilibrio de Hardy-Weinberg (Test χ2, valor p > 0.05).
La distribución de genotipos y los riesgos asociados a los alelos se presentan en el Anexo 
I y, de forma resumida, en la tabla R1, para la muestra de referencia (España-Centro) y las de 
réplica. Se recogen las distribuciones en las muestras completas y en los diferentes estratos 
poblacionales según los principales factores de riesgo: ser portadores o no del alelo ApoE 
ε4 (representados respectivamente como ApoE4 + y ApoE4 -), el sexo y la edad de aparición 
de los síntomas de EA (estratiﬁcamos en edad “temprana”, de 40 a 64 años, “intermedia” de 
65 a 85 y “tardía” de 86 en adelante). Para uniﬁcar las tablas, se muestra siempre el riesgo 
relativo (OR) del alelo 1 frente al alelo 2.
Si bien en las Tablas R1 y en la del Anexo I se recogen todos los datos correspondientes 
a todos los SNPs analizados, a continuación se comentan sólo aquellos genes para los que se 
observó algún SNP asociado con la EA se forma signiﬁcativa (valor p< 0.05) o con tendencia 
a la asociación (0.05 < valor p < 0.1).
Se comentan también los riesgos y/o tendencias asociados a los genotipos cuando éstos 
resulten más interesantes que el análisis simpliﬁcado de los alelos. 
Además, para aquellos polimorﬁsmos para los que se observe alguna interacción con 
la edad de aparición de los síntomas de la EA, ésta se detalla junto con gráﬁcas indicativas.
G���� R����������� ��� �� ��������� ��� H����� S������ V���� ���� I
En este módulo hemos analizado polimorﬁsmos en los genes EIF2AK2, relacionado con 
degeneración celular en respuesta a infecciones por virus con genoma tipo ARN de doble 
hebra, PVRL2, que codiﬁca para uno de los receptores de herpesvirus y TAP2, relacionado 
con inmunoevasión del virus durante su proceso de infección.
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• EIF2AK2 (Kinasa 2 del factor 2α de inicio de la traducción)
En este gen analizamos tres polimorﬁsmos, con identiﬁcaciones rs2254958, localizado 
en la región 5’UTR, a 308 bases del inicio de la traducción; rs4648174, localizado en el intrón 
4; y rs3770768, en el intrón 13.
Los dos primeros forman parte del mismo bloque haplotípico dentro de este gen: 
se encontraban ligados prácticamente al 100%, con un desequilibrio de ligamiento en la 
muestra general de valor d=0.12. Por consiguiente, solamente se detallará el análisis del 
rs2254958, puesto que los resultados obtenidos en el rs4648174 fueron una réplica de los 
obtenidos en el primero.
El tercer SNP forma parte de otro bloque haplotípico de este gen, y no presenta 
desequilibrio de ligamiento con los anteriores.
o rs2254958. 
Muestra de España - Centro. La frecuencia del alelo 1 (T) en los casos se encuentra 
disminuida respecto a los controles, indicando una protección asociada a este alelo 
(OR=0.72, IC(95%) (0.57 – 0.92), p=0.007).
Este efecto estaba más acentuado en los individuos portadores de ApoE4 (OR=0.60 
(0.38 – 0.95), p=0.03)
Estratiﬁcando la población en función de la edad de aparición de los síntomas, se 
puede apreciar una interacción de este SNP con la edad, en cuanto a que observamos 
que en los individuos de aparición temprana la protección es signiﬁcativa (OR=0.56 
(0.36 – 0.90), p=0.02), en intermedios se observa como una tendencia (OR=0.76 (0.56 
– 1.03), p=0.08) y en tardíos no es signiﬁcativa (OR=0.72 (0.35 – 1.49), p=0.37).
En resumen, el análisis de la muestra de referencia sugería una asociación del alelo 
2 (C) con la EA, posiblemente dependiente del genotipo ApoE y de la edad.
Muestra de España - Cataluña. Aunque también se observaba en esta muestra un 
ligero incremento en la frecuencia del alelo 1 en los controles, no se alcanzaban 
asociaciones signiﬁcativas en la muestra general ni en los diferentes estratos.
Muestra de Canadá. En esta muestra, la distribución genotípica sí era muy similar 
a la de referencia. Del mismo modo que ya indicamos en aquella, la frecuencia del 
alelo 1 (T) en los controles estaba aumentada respecto a los casos (OR=0.82 (0.60 – 
1.17), p=0.3), si bien el efecto protector de este alelo no era signiﬁcativo, posiblemente 
debido al menor tamaño muestral.
También se observó que, como en la de referencia, la protección del alelo 1 estaba 
restringida a los individuos más jóvenes de la muestra. 
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Muestra combinada. Puesto que las distribuciones de genotipos eran muy similares 
en las muestras de España - Centro y en la de Canadá, ambas muestras se combinaron, 
observando que entonces la protección asociada al alelo 1 era muy signiﬁcativa 
(OR=0.77 (0.64 – 0.92), p=0.005). 
Para estudiar más detalladamente el aparente efecto de este polimorﬁsmo en 
relación con la edad de aparición de los síntomas de la EA, se utilizaron análisis 
de supervivencia de Kaplan-Meier y modelos de regresión de Cox, tanto en las 
muestras individuales (datos no mostrados) como en la combinada, cuyos resultados 
se comentan a continuación. 
En la muestra combinada, la media de la edad de aparición de los síntomas (± 
el error estándar) fue de 74.1 ± 0.7, 76.1 ± 0.57 y 77.1 ± 0.9 años para los genotipos 
CC, CT y TT, respectivamente. El adelanto en la edad de aparición de los síntomas 
de los homocigotos CC era signiﬁcativo en los no portadores de ApoE4 (74.9 ± 0.9, 
78.1 ± 0.6 y 78.2 ± 0.9 años, respectivamente), pero no en los portadores (72.4 ± 1.1, 
72.3 ± 0.9 y 74.3 ± 1.7) años. Esta aparente ausencia de efecto en los portadores de 
ApoE4 probablemente se debe a que el adelanto asociado a ApoE4 es muy fuerte y 
enmascara el efecto del polimorﬁsmo de EIF2AK2.
En las curvas de supervivencia de Cox, se observa que el 50% de supervivencia 
(edad a la que el 50% de la muestra permanece como individuos sanos) se encuentra 
1.5 años antes en individuos CC que en portadores del alelo T -los genotipos CT y TT 
se unieron por tener un efecto similar- (ver Figura R1, panel A), y que esta diferencia 
es mayor, alrededor de 3.3 años, en los no portadores de ApoE4 (Fig. R1, panel B).
La asociación de este polimorﬁsmo de EIF2AK2 con la EA está publicada en el 
artículo adjuntado como Anexo II-E, (Bullido y cols. 2007b).
Figura R1. Representación derivada del modelo de Cox de la edad de aparición de los síntomas de 
EA en función del genotipo rs2254958 del gen EIF2AK2. Las curvas de supervivencia representan 
la frecuencia de individuos que se mantienen como controles en la edad indicada en función del 
modelo de Cox , en toda la muestra (panel A) y en no portadores de ApoE4 (panel B). En línea negra, 




Muestra de España - Centro. Si bien en la muestra general la distribución de alelos 
y genotipos no mostraba ninguna asociación ni tendencia, en los individuos no 
portadores de ApoE4, la frecuencia del alelo 1 (C) está ligeramente incrementada en 
los casos respecto a los controles, indicando una tendencia de riesgo asociada a este 
alelo 1 (OR=1.80 (0.96 – 3.36), p=0.06).
Muestra de España - Cataluña. La frecuencia y distribución de alelos y genotipos no 
mostró ninguna tendencia ni asociación signiﬁcativa con la EA.
• PVRL2 (Receptor Similar al de Poliovirus 2)
En este gen analizamos dos polimorﬁsmos, con identiﬁcaciones hCV11711387 (base 
de datos de Celera), localizado en la región promotora, posición -7004, que consideramos 
interesante porque según su localización parecía encontrase en una región reguladora de 
la actividad promotora, y rs3745150, localizado en 3’ del gen, a +3564 de la parada de la 
traducción, en un bloque haplotípico diferente al del polimorﬁsmo anterior. Como se trata 
de un gen cuyo locus está próximo al de APOE, estudiamos en primer lugar si los SNPs 
seleccionados mostraban desequilibrio de ligamiento con los alelos de APOE (ε2, ε3 y ε4), 
puesto que, en caso de que se diera dicho desequilibrio, los resultados obtenidos podrían 
deberse al efecto de ApoE4.
o hCV11711387. Este polimorﬁsmo no se encontraba ligado a los del gen APOE.
Muestra de España - Centro. Si bien estudiando la frecuencia de los alelos no se 
encontraba ninguna asociación ni tendencia, en la muestra general se observó una 
tendencia de riesgo en los homocigotos para el alelo 1 (T) respecto a los individuos 
portadores del alelo 2 (C) (OR=2.85 (0.85 – 9.56), p=0.07), aunque el número de 
individuos homocigotos 11 era muy bajo (8 casos y 4 controles).
Muestra de España - Cataluña. No se replicaron los resultados obtenidos en la muestra 
de referencia.
o rs3745150. Este polimorﬁsmo mostraba un fuerte desequilibrio de ligamiento con 
el alelo ε4 de APOE, por lo que para el estudio descartamos los individuos portadores 
de este alelo, y analizamos la asociación sólo en los no portadores de ApoE4.
Muestra de España - Centro. Se observó un efecto protector del alelo 1 (G) (OR=0.75 
(0.56 – 1.00), p=0.051), más acentuado en los individuos con edad temprana de 
aparición de los síntomas (OR=0.38) (0.22 – 0.67), p=0.0007.
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Además, respecto al sexo, pudimos observar diferencia en los distintos estratos: la 
protección asociada al alelo G estaba restringida al grupo de los varones (OR=0.61 
(0.37 – 1.01), p=0.05), donde la distribución genotípica indicaba que el efecto protector 
estaba más acentuado en los individuos portadores de este alelo respecto a los 
homocigotos para el alelo 2 (C) (OR=0.42 (0.19 – 0.95), p=0.03).
Muestra de España - Cataluña. No se observaba asociación signiﬁcativa en la muestra 
general de no portadores de ApoE4, ni en los más jóvenes, aunque esta falta de réplica 
pudiera estar debida al bajo número de individuos jóvenes no portadores de ApoE4 
(6 casos). 
En cuanto al sexo se observaba, igual que en la muestra de referencia, que en 
los varones el alelo 1 era más frecuente en los controles que en los casos, con un 
efecto protector también más acentuado al comparar portadores del alelo 1 frente a 
homocigotos para el alelo 2, aunque la diferencia no alcanzaba signiﬁcatividad en 
ninguna de estas comparaciones.
Muestra combinada. Como los varones de ambas muestras mostraban distribuciones 
genotípicas similares, se combinaron y se observó que el alelo G mostraba el efecto 
protector descrito en las muestras individuales (OR=0.68 (0.47 – 0.97), p=0.03), 
más acentuado al comparar los individuos portadores del alelo G respecto a los 
homocigotos CC (OR=0.49 (0.28 – 0.88), p=0.02).
Por tanto, los resultados obtenidos indican que el polimorﬁsmo rs3745150 del gen 
PVRL2 modula la susceptibilidad para la EA en varones, al menos en ausencia del 
alelo ApoE4. 
• TAP2 (Transportador 2 Asociado al Procesamiento de Antígenos)
El gen TAP2 se encuentra en la región del Complejo Principal de Histocompatibilidad, 
por lo que presenta una gran variabilidad y tiene numerosos haplotipos h�p://www.
anthonynolan.com/HIG/nomen/nomen_index.html. Los haplotipos mayoritarios son TAP2A 
(TAP2*0101), deﬁnido por Thr en el codón 665 y Stop en el 687, que da lugar a una proteína 
de 686 aminoácidos y TAP2B (TAP2*0201), deﬁnido por Ala en el codón 665 y Gln en el 
687, que da lugar a una proteína de 703 aminoácidos. Los dos polimorﬁsmos estudiados en 
este gen, con identiﬁcaciones rs241447 (Ala665Thr) y rs241448 (Gln687Stop), se encuentran 
ligados prácticamente al 100%, de forma que el estudio de uno u otro puede emplearse como 
marcador de haplotipo, que es el que vamos a analizar como factor de riesgo para la EA.
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o Haplotipo TAP2A / TAP2B.
Muestra de España - Centro. Observamos que el haplotipo TAP2B es más frecuente 
en los casos que en los controles, indicando un riesgo asociado al mismo (OR=1.46 
(1.12 – 1.91), p=0.005). El riesgo era mayor al comparar los individuos homocigotos 
para TAP2B con los portadores de TAP2A (OR=2.06 (1.12 – 3.81), p=0.018).
Al estratiﬁcar la muestra, se observaba que la tendencia era la misma en todos 
los estratos (riesgo asociado al haplotipo TAP2B, especialmente en homocigosis), 
aunque estaba más acentuada en los individuos de edad temprana de aparición de 
los síntomas (OR=1.87 (1.09 – 3.21), p=0.02) respecto a los de edad intermedia y tardía, 
y en los portadores de ApoE4 (OR=1.81 (1.03 – 3.19), p=0.03).
Muestra de España - Cataluña. Si bien en la muestra general no se observó ningún 
riesgo ni tendencia asociado a este polimorﬁsmo, en los individuos portadores de 
ApoE4 se observa, igual que en la muestra de referencia, que los homocigotos para 
el haplotipo TAP2B son más frecuentes en los casos que en los controles, aunque la 
diferencia no alcanzaba la signiﬁcatividad estadística. 
Muestra de Canadá. Se comportaba de un modo similar a la de referencia: en la 
muestra general ya que se observaba un riesgo elevado en los individuos homocigotos 
para TAP2B (OR=2.90 (1.14 – 7.35), p=0.02) y al estratiﬁcar por ApoE4 el efecto era 
más acusado en los portadores (OR=7.29 (1.39 – 38.31), p=0.01).
Muestra combinada. Al combinar las muestras de España - Centro y de Canadá 
observamos que el riesgo asociado a la homocigosis para TAP2B se hacía muy 
signiﬁcativo (OR=2.30 (1.3 – 3.72), p=0.002), y este riesgo se acentuaba en los portadores 
de ApoE4 (OR=4.67 (1.35 – 16.18), p=0.009).
En resumen, este estudio indicaba que la homocigosis para TAP2B, junto con ser 
portador de ApoE4, es un fuerte factor de riesgo para la EA, tal como se recoge en el 
artículo adjuntado como Anexo II-D (Bullido y cols. 2007a).
G���� ��������� ��� E����� O��������
En un microarray de expresión de células tratadas con Xantina / Xantina-Oxidasa, que 
es el modelo celular de Estrés Oxidativo crónico puesto a punto en el laboratorio (Vicente 
Cenzano 2007), se encontraban entre los 10 más sobrexpresados los genes PLA2G3, de la 
familia de las fosfolipasas A2, consideradas protectoras frente al daño oxidativo, y HMGCR, 
gen clave en el metabolismo del colesterol
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• PLA2G3 (Fosfolipasa A2 del Grupo 3)
En este gen se analizaron siete polimorﬁsmos, cuatro de regiones reguladoras y tres 
generadores de cambio de aminoácido, si bien estos últimos no mostraron asociación con 
la EA. Las identiﬁcaciones de los polimorﬁsmos para los que se observó alguna asociación, 
y su localización en el gen son: rs3788428, rs9619169, rs2232170 (del promotor, posiciones 
-940, -749 y -529, respectivamente) y rs740231 (de la región 3’UTR, posición +558).
El primer SNP no se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el resto, que sí están 
parcialmente ligados entre sí: entre rs9619169 y rs2232170, observamos un valor d=0.06; 
entre rs9619169 y rs740231, el valor d=0.04; entre rs2232170 y rs740231, el valor d= 0.02.
o rs3788428.
Muestra de España - Centro. En los individuos portadores de ApoE4, la distribución 
de alelos y genotipos indicaba un tendencia a la asociación con la EA del alelo 1 (C) 
(OR=3.42, (0.77 – 15.15, p=0.086).
o rs9619169. 
Muestra de España - Centro. La distribución de alelos mostraba una mayor frecuencia 
del alelo 1 (C) en los casos respecto a los controles, indicando una tendencia a la 
asociación de este alelo con la EA (OR=1.23 (0.98 – 1.54), p=0.078). Este efecto se podía 
observar más acentuado al comparar los individuos portadores del alelo 1 frente a 
los homocigotos para el alelo 2 (genotipo AA) (OR=1.83 (1.21 – 2.77), p=0.004).
Aunque este efecto se observaba en todos los estratos de la muestra, era mayor y 
muy signiﬁcativo en los individuos con edad de aparición de los síntomas temprana 
(OR=4.32 (1.79 – 10.47), p=0.006), 
Muestra de España - Cataluña. De forma similar a lo observado en la muestra de 
referencia, los portadores de alelo 1 eran más frecuentes en los casos que en los 
controles, a pesar de que la diferencia no alcanzaba la signiﬁcatividad estadística en 
la muestra general ni en los diferentes estratos.
Muestra de Canadá. También en esta muestra se observó que los portadores de 
alelo 1 eran más frecuentes en los casos que en los controles, indicando así un riesgo 
asociado a ser portador de este alelo (OR=2.34 (1.13 – 4.84, p=0.02).
Muestra combinada. Al combinar las tres muestras se podía observar un riesgo 
pequeño pero muy signiﬁcativo asociado a los individuos portadores del alelo 1 
(OR=1.64 (1.26 – 2.14), p=0.003).
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En resumen, los datos sugieren fuertemente que el alelo 1 (C) del polimorﬁsmo 
rs9619169, en el promotor de PLA2G3 , es un factor de riesgo para la EA, ya que la 
observación se replicó en las tres muestras de estudio. 
o rs2232170.
Muestra de España - Centro. Pudimos observar una tendencia de riesgo asociada al 
alelo 1 (C) (OR=1.29 (0.95 – 1.74), p=0.10), que era ligeramente mayor en los individuos 
no portadores de ApoE4 (OR=1.40 (0.94 - 2.10), p=0.10), y en los individuos con edad 
temprana de aparición de los síntomas de la EA (OR=1.79, (0.99 – 3.25), p=0.053).
Muestra de España - Cataluña. En la muestra general se observó la misma tendencia, 
asociada al alelo 1 (1.29 (0.94 – 1.77), p=0.12), aunque no era signiﬁcativa. Del mismo 
modo que ya indicamos en la muestra de referencia, este efecto estaba más marcado 
para los individuos no portadores de ApoE4 (OR=1.40 (0.94 – 2.10), p=0.099).
Muestra de España combinada. Al combinar las dos muestras españolas, la tendencia 
observada en cada una de ellas se observaba como un riesgo signiﬁcativo (OR=1.28 
(1.03 - 1.58), p=0.02), más acentuado en no portadores de ApoE4 (OR=1.40 (1.06 - 
1.85), p=0.02), y en mujeres (OR=1.36 (1.04 – 1.79), p=0.02). 
Muestra de Canadá. Inversamente a lo observado en las otras muestras analizadas, en 
la muestra general se observó una tendencia protectora asociada al alelo 1 (OR=0.68 
(0.45 – 1.03), p=0.07), que era estadísticamente signiﬁcativa en los individuos no 
portadores de ApoE4 (OR=0.56 (0.34 – 0.92), p=0.02).
Con el ﬁn de analizar la discrepancia de resultados de la muestra canadiense frente 
a las españolas en este polimorﬁsmo, y teniendo también en cuenta que en el otro 
polimorﬁsmo del promotor (rs9619169) las tres muestras mostraban resultados 
similares, y que los dos polimorﬁsmos estaban ligados en la muestra de referencia, 
analizamos el desequilibrio de ligamiento de los dos polimorﬁsmos en las tres 
muestras.
Interesantemente, encontramos que, mientras que en las dos muestras españolas 
los polimorﬁsmos rs9619169 y rs2232170 estaban ligados (d= 0.06 y 0.05 para las 
muestras de Madrid y Cataluña, respectivamente), no había ligamiento en la de 
Canadá (d=0.001, no signiﬁcativo), posiblemente por ser un grupo de población 
diferente a la española.
Estos resultados, por tanto, sugieren que el SNP rs9619169 de PLA2G3 está asociado 
con la EA, y que el rs2232170 actúa como un marcador del anterior debido a su 
desequilibrio de ligamiento con él, siendo ésta la posible razón por la que la muestra 




Muestra de España - Centro. En la muestra general se observó un pequeño riesgo no 
signiﬁcativo asociado al alelo 1 (A) que se acentuó en el estrato poblacional de los 
individuos no portadores de ApoE4 (OR=1.35, (0.97 – 1.86), p=0.07) y en el estrato 
poblacional de individuos con edad temprana de aparición de los síntomas de la EA 
(OR=1.68, (1.00 – 2.83), p=0.05).
Los resultados de este estudio indican, en resumen, que polimorﬁsmos en el promotor 
de PLA2G3 están asociados con riesgo para la Enfermedad de Alzheimer, siendo el 
SNP rs9619169 (en la posición -749) el que daba resultados más consistentes.
• HMGCR (3-Hidroxy-3-MetilGlutaril-CoenzymaA Reductasa)
En este gen analizamos dos polimorﬁsmos, con identiﬁcaciones rs3761740, del 
promotor, posición -966, y rs5909, de la región 3’UTR, posición +8. Pudimos observar que 
ambos se encontraban ligados prácticamente al 100%, con un desequilibrio de ligamiento 
con valor d=0.04, por lo que solamente detallaremos uno de ellos.
o rs5909.
Muestra de España - Centro. Aunque en la muestra general se observaba un ligero 
incremento en la frecuencia del alelo 1 (G) en los casos (OR=1.17), éste sólo era 
signiﬁcativo en los portadores de ApoE4 (OR=1.99 (0.98 – 4.07), p=0.05). 
Muestra de España - Cataluña. Se observó un riesgo asociado al alelo 1 (OR=1.59 (1.07 
– 2.36), p=0.02).
Muestra de Canadá. Se pudo observar, al igual que en las otras dos, que la frecuencia 
del alelo 1 en los casos estaba incrementada respecto a los controles, aunque la 
diferencia no alcanzaba signiﬁcatividad estadística (OR=1.40 (0.78 - 2.52), p=0.26).
Muestra combinada. Como los resultados de asociación obtenidos en la población 
general de las tres muestras iban en el mismo sentido, esto es, riesgo asociado al alelo 
1, se combinaron para aumentar el poder estadístico. En este caso pudimos observar 
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En un microarray de expresión de células tratadas con Tunicamicina, modelo de Estrés 
del Retículo Endoplásmico puesto a punto en el laboratorio (Vicente Cenzano 2007), se 
vio sobrexpresión en los genes DDIT3 (codiﬁca para un factor de transcripción), EIF2AK3 
(codiﬁca para la kinasa del factor EIF2α que se activa en respuesta a sobrecarga del RE), 
DNAJB9, HSPA5 (ambos codiﬁcan para chaperonas) y HYOU1 (codiﬁca para la proteína 1 
sobrerregulada por hipoxia, de la familia de las chaperonas Heat Shock Protein 70).
• DDIT3 (Tránscrito 3 Inducible por Daño en el ADN)
En este gen analizamos un polimorﬁsmo del promotor, con identiﬁcación rs3847699, 
situado en la posición -1507.
o rs3847699.
Muestra de España - Centro. Si bien en la muestra general no se observaban 
asociaciones ni tendencias, en el estrato de individuos con edad tardía de aparición 
de los síntomas, la frecuencia del alelo 1 (C) en los casos estaba disminuida respecto a 
los controles, indicando una tendencia protectora del mismo frente a la EA (OR=0.47 
(0.19 – 1.15), p=0.09).
Al observar la distribución por genotipos en este mismo estrato, se puede observar 
protección signiﬁcativa de los individuos homocigotos CC respecto a los portadores 
del alelo 2 (G) (OR=0.34 (0.12 – 0.94, p=0.04).
Además de esta asociación, se pudo observar un efecto de este SNP sobre la edad 
de aparición de los síntomas de la EA, ya que los individuos portadores del alelo G 
tenían una media de edad de aparición de los síntomas mayor que los individuos 
homocigotos CC (72.64 ± 1.34 y 69.71 ± 0.80, respectivamente, media ± error 
estándar).
Muestra de España - Cataluña. Al igual que ocurría en la muestra de referencia, se 
observó un efecto de este polimorﬁsmo sobre la edad de aparición de los síntomas, ya 
que los individuos portadores del alelo G tenían un retraso ligero pero signiﬁcativo 
en la edad de inicio de la EA respecto a los individuos homocigotos CC (75.67 ± 0.52 
y 74.53 ± 0.40, respectivamente).
Muestra Combinada. Al estudiar el efecto de este polimorﬁsmo sobre la edad de 
aparición de los síntomas, el adelanto de la edad en los individuos portadores del 




En la Figura R2 podemos ver una representación gráﬁca de estos cambios en la 
edad de aparición de los síntomas en función de ser o no portador del alelo G en este 
sitio polimórﬁco.
• DNAJB9 (Homólogo a DnaJ (HSP40), subfamilia B, miembro 9)
En este gen analizamos un polimorﬁsmo de la región promotora, en la posición -783, 
con identiﬁcación rs2227272.
o rs2227272.
Muestra de España- Centro. Aunque en la muestra general no se observó ninguna 
asociación con la EA, al estratiﬁcar según la edad de aparición de los síntomas, 
en los individuos con edad temprana de aparición de los síntomas se observa que 
la frecuencia del alelo 1 (T) está incrementada en los casos frente a los controles, 
indicando una asociación de este alelo con la EA (OR=2.32 (1.10 – 4.89), p=0.02).
• HYOU1 (Proteína 1 Sobre-regulada por Hipoxia)
En este gen analizamos dos polimorﬁsmos, con identiﬁcación rs13929, de la 
región 3’UTR, en la posición +550, y rs1003081, en 3’ del gen, posición +907, que se 
encontraban en regiones posiblemente reguladoras de la expresión o de la estabilidad 
Figura R2. Edad de aparición de los síntomas de EA en 
las distintas muestras (España-Centro, España-Cataluña y 
Muestra Combinada) para los individuos portadores del alelo 
G (azul oscuro) y para los homocigotos CC (azul claro) en la 
posición -1507 del promotor de DDIT3 (rs3847699).
*) p < 0.05 según el test “t de Student”, para la diferencia 
de la media de edad de aparición de los síntomas entre los 




o procesamiento el ARN mensajero. Estos polimorﬁsmos se encuentran ligados 
prácticamente al 100%, con un desequilibrio de ligamiento de valor d=-0.11, de modo 
que a continuación solamente detallaremos el primero de ellos.
o rs13929.
Muestra de España - Centro. Se observaba una tendencia general a la asociación de la 
EA con el alelo 1 (C), aunque la signiﬁcatividad estadística solamente se alcanzó en 
las mujeres.
En este estrato, se observaba que la frecuencia del alelo 1 está ligeramente 
incrementada en los casos respecto a los controles, mostrando una tendencia de 
riesgo de EA asociada a este alelo (OR=0.76 (0.56 – 1.03), p=0.08). La protección estaba 
más acentuada y era un poco más signiﬁcativa al comparar a los portadores del alelo 
1 frente a las homocigotas para el alelo 2 (G) (OR=0.60 (0.34 – 1.05), p=0.07).
G���� ������������ ��� �� R�������� I�������� � E����� 
En un microarray de expresión de células tratadas simultáneamente con Xantina / 
Xantina-Oxidasa y con Tunicamicina, modelo de Respuesta Integrada a Estrés puesto 
a punto en el laboratorio (Vicente Cenzano 2007), además de ver que los genes que se 
sobrexpresaban en el modelo de ERE estaban aún más sobrexpresados en este modelo, 
especialmente DDIT3, se vio sobrexpresión especíﬁca de este modelo en el gen MAP1LC3B 
(relacionada con procesos de autofagia).
• MAP1LC3B (Cadena ligera 3β de la proteína 1 Asociada a Microtúbulos)
En este gen analizamos dos polimorﬁsmos, uno de la región promotora, en la 
posición -740, con identiﬁcación rs11117269, y otro de la región 3’UTR, en la posición +405, 
con identiﬁcación rs9903, cada uno de un bloque haplotípico del gen. Pudimos observar 
asociación con la EA en el primer SNP pero no en el segundo.
o rs11117269.
Muestra de España- Centro. Si bien la frecuencia de los alelos no indicaba ningún 
riesgo ni tendencia, analizando la distribución genotípica se observaba que la 
frecuencia de los homocigotos del alelo 2 (C) estaba aumentada en los casos respecto 
a los controles, indicando una protección para la enfermedad en los portadores del 
alelo 1 (T) frente a homocigotos CC (OR=0.64 (0.45 – 0.91), p=0.01).
Muestra de España - Cataluña. Al igual que en la muestra de referencia, los individuos 
homocigotos CC eran más frecuentes en los casos que en los controles, indicando 
una protección de los individuos portadores del alelo T, aunque estos resultados no 
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alcanzaban la signiﬁ catividad estadística (OR=0.57 (0.53 - 1.1), p=0.17).
Muestra combinada. Al combinar ambas muestras se observó que los individuos 
portadores del alelo T tenían una protección muy signiﬁ cativa frente a padecer la 
enfermedad (OR=0.69 (0.54 – 0.89), p=0.005).
Por otro lado, pudimos observar un efecto de este SNP sobre la edad de aparición 
de los síntomas: parecía que se iba retrasando en función de la dosis alélica del 
alelo C, observando diferencia signiﬁ cativa según el test de la t de Student entre los 
individuos homocigotos TT y los homocigotos CC, tanto en la muestra combinada 
como en la de referencia (Figura R3).
G���� ��������� ��� E����� A����������
Para simular el efecto del estrés adrenérgico, en el laboratorio se utilizaban células 
SK-N-MC tratadas con el agonista Isoproterenol o con Forskolina, activador de la Adenilato 
Ciclasa. El estudio de microarrays de expresión de estas células tratadas comparadas con 
células control mostró una serie de genes sobrexpresados (Ramos Martín 2004): ARID41 
(codiﬁ ca para la proteína 1 de Unión a la Proteína del Retinoblastoma), CAPN9 (codiﬁ ca 
para la Calpaína 9), e IFT74 (Homólogo del Transportador Intraﬂ agelar 74). Se vio represión 
en la expresión de TMC5 (Proteína 5 Transmembrana Tipo Canal). Además, nos pareció de 
interés el gen DSC1 (codiﬁ ca para la Desmocolina 1), porque se sobrexpresaba tanto con 
activación adrenérgica como por activación de la Adenilato Ciclasa.
Figura R3. Edad de aparición de los síntomas de EA en las 
distintas muestras (España-Centro y Muestra Combinada) 
para los individuos homocigotos para el Alelo 1 (TT, azul 
claro), heterocigotos (CT, azul medio) y homocigotos para el 
alelo 2 (CC, azul oscuro) del polimorﬁ smo de MAP1LC3B con 
identiﬁ cación rs11117269.
*) p< 0.5 según el test “t de Student” para la diferencia de 
edad de aparición de los síntomas respecto al genotipo TT.
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• ARIDA4 (Dominio 4A Interactivo Rico en AT)
Se analizó el polimorﬁsmo con identiﬁcación rs1051858, que genera un cambio de 
aminoácido Ala779Thr.
o rs1051858. Muestra de España- Centro. La frecuencia del alelo 1 (G, Ala) en el estrato 
poblacional de individuos con edad de aparición tardía era menor en los casos que 
en los controles, indicando una ligera tendencia protectora del mismo frente a la EA 
(OR=0.45 (0.19 – 1.07), p=0.07).
• TMC5 (Proteína 5 Transmembrana Tipo Canal)
Se analizó el polimorﬁsmo con identiﬁcación rs2245086, situado en una posible región 
reguladora de la estabilidad o procesamiento del mensajero, 3’UTR, en la posición +45.
o rs2245086.
Muestra de España- Centro. Si bien estudiando la distribución de los alelos no se 
encontraba ningún riesgo ni tendencia, al estudiar los genotipos se observó que los 
individuos portadores del alelo 1 (T) tenían una tendencia protectora para la EA 
respecto a los individuos homocigotos para el alelo 2 (C) (OR=0.43 (0.16 – 1.12), p=0.08), 
aunque esta observación no se replicaba en la muestra de España - Cataluña.
• DSC1 (Desmocolina 1)
Se analizó el polimorﬁsmo con identiﬁcación rs1789072, situado en el intrón 15.
o rs1789072.
Muestra de España - Centro. La frecuencia del alelo 1 (A) en varones se encuentra 
incrementada en los casos respecto a los controles, indicando una asociación 
muy signiﬁcativa con la EA de este alelo muy signiﬁcativa (OR=2.28 (1.31 – 3.95), 
p=0.003). La distribución de genotipos mostró que el riesgo está asociado al genotipo 
homocigoto AA (OR=2.60 (1.40 – 4.80), p=0.002).
Además, se puede observar una tendencia al riesgo asociada al mismo alelo en 
el estrato poblacional de individuos no portadores de ApoE4 (OR=1.43 (0.95 – 
2.15), p=0.08 para el alelo A y OR=1.53 (0.97 – 2.43), p=0.07 para el genotipo AA, 
respectivamente).
Muestra de España - Cataluña. Se replicaron los datos observados en la muestra de 
referencia: la frecuencia del alelo 1 (A) en varones se encontraba incrementada en 
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los casos respecto a los controles, indicando un riesgo asociado con la EA al alelo 1 
estadísticamente signiﬁcativo (OR=1.83 (1.09 – 3.05), p=0.02), y asociado al genotipo 
homocigoto AA (OR=2.03 (1.11 – 3.70), p=0.02).
También se replicó la observación de que había una tendencia a la asociación en los 
no portadores de ApoE4 (OR=1.39 (0.95 – 2.03), p=0.09 para el alelo A y OR=1.48 (0.95 
– 2.31), p=0.08 para el genotipo AA).
Muestra combinada. Puesto que las frecuencias genotípicas eran similares en ambas 
muestras, se combinaron para aumentar el poder estadístico de las mismas. En esta 
muestra combinada, el riesgo asociado al alelo 1 en los varones era muy signiﬁcativo 
(OR=2.00 (1.38 – 2.90), p=0.0002), especialmente en los individuos homocigotos AA 
(OR=2.27 (1.48 – 3.47), p=0.0001). También se hacía signiﬁcativa la asociación con la 
enfermedad en los no portadores de ApoE4 del alelo A y del genotipo AA (OR=1.37, 
p=0.02 y OR=1.47, p=0.016, respectivamente).
Estos resultados, que indican que DSC1 está asociado con la EA de forma dependiente 
del sexo, están publicados en el artículo adjuntado como Anexo II-C, (Ramos y cols. 
2006).
G���� ��������� ��� S������������ �� APP
El análisis de un modelo celular del laboratorio que expresa de forma estable niveles 
elevados de APP (Serrano Carballal 2003) mostró que estas células sobrexpresan fuertemente 
los genes GPNMB (Glicoproteína (transmembrana) NMB), COL6A3 (Colágeno del Tipo 6, 
α3), CRYAB (Cristalina αB), ZNF804A (Proteína Con Dedos de Zinc 804A), IGFBP7 (Proteína 
7 de Unión al Factor de Crecimiento Tipo Insulina), GNG12 (Proteína 12 de Unión a Guanina, 
(proteína G)). El gen MMP2 (Metaloproteína de Matriz 2), sobrexpresado en el modelo 
celular a un nivel más moderado, nos pareció de interés por presentar actividad tipo β-
secretasa (LePage y cols. 1995).
• GPNMB (Glicoproteína (transmembrana) NMB)
Se analizaron dos polimorﬁsmos, uno en la posición -1 de la región promotora, con 
identiﬁcación rs858239 y el otro situado en el intrón 2, con identiﬁcación rs199348. Ambos 
SNPs se encuentran ligados prácticamente al 100%, con un desequilibrio de ligamiento con 




Muestra de España- Centro. No se observó asociación en la muestra general, pero sí 
una tendencia a la asociación del alelo 1 (A) con la EA en los individuos no portadores 
de ApoE4 (OR=1.30 (0.97 – 1.74), p=0.08) y en los que presentan una edad temprana 
de aparición de los síntomas (OR=1.57 (1.00 – 2.47), p=0.05).
• COL6A3 (Colágeno del Tipo 6, α3)
Analizamos un polimorﬁsmo en la región promotora, en la posición -65, con 
identiﬁcación rs7599762, otro situado en el intrón 1, con identiﬁcación rs2645779, y otro de 
una posible región reguladora, en 3’UTR, posición +606, con identiﬁcación rs7436. Cada 
uno de estos polimorﬁsmos pertenecía a un bloque haplotípico diferente, no observándose 
desequilibrio de ligamiento entre ellos.
o rs2645779. 
Muestra de España- Centro. La distribución de alelos indicó una tendencia protectora 
frente a la EA del alelo 1 (A) (OR=0.78 (0.60 – 1.02), p=0.07), que en homocigosis 
(genotipo AA) conﬁere una protección signiﬁcativa frente a la enfermedad (OR=0.44 
(0.22 – 0.89), p=0.02).
La protección frente a la EA de los homocigotos AA estaba más acentuada en los 
individuos no portadores de ApoE4 (OR=0.39 (0.15 – 1.03), p=0.049), y en las mujeres 
(OR=0.31 (0.31 – 0.86), p=0.02).
o rs7436. 
Muestra de España- Centro. Si bien en la muestra general no se observó ninguna 
asociación, al estratiﬁcar la población en función de ser o no portadores de ApoE4 
se observan efectos opuestos: En los portadores la frecuencia del alelo 1 (A) estaba 
incrementada en los controles respecto a los casos, indicando una protección frente a 
la EA (OR=0.31, (0.12 – 0.82), p=0.01), mientras que en los no portadores la frecuencia 
del alelo 1 estaba incrementada en los casos, indicando una tendencia a su asociación 
con la EA (OR=1.68, (0.95 – 2.97), p=0.07).
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• CRYAB (Cristalina αB)
Analizamos tres polimorﬁsmos de la región promotora, situados en las posiciones -
626, -348 y -224, con identiﬁcaciones rs762550, rs4252583 y rs14133, respectivamente, que no 
estaban ligados entre sí. Encontramos una tendencia a la asociación del SNP rs14133 en no 
portadores de ApoE4, donde la frecuencia del alelo 1 (G) estaba ligeramente incrementada 
en los casos respecto a los controles(OR=1.29 (0.96 – 1.73, p=0.096).
• IGFBP7 (Proteína 7 de Unión al Factor de Crecimiento Tipo Insulina)
Analizamos dos polimorﬁsmos, uno de la región promotora, en la posición -417, con 
identiﬁcación rs4075349 y otro del intrón 2, con identiﬁcación rs3755906 que no estaban 
ligados entre sí.
o rs4075349.
Muestra de España- Centro. En la muestra general, la frecuencia del alelo 1 (A) estaba 
incrementada en los casos frente a los controles, indicando así un riesgo asociado a 
este alelo con la EA (OR=1.33, (1.06 – 1.67), p=0.014).
Muestra de España - Cataluña. Se observaba también una mayor frecuencia del 
alelo 1 (A) en los casos que en los controles (OR=1.15), aunque no se alcanzaba 
signiﬁcatividad estadística.
Puesto que las distribuciones genotípicas eran similares, se combinaron las dos 
muestras, y se observó que el riesgo asociado al alelo 1 en la muestra combinada era 
signiﬁcativo (OR=1.23 (1.04 – 1.45), p=0.011).
o rs3755906.
Muestra de España- Centro. En el estrato poblacional de los individuos con edad 
tardía de aparición de los síntomas, la frecuencia del alelo1 (T) estaba disminuida en 
los casos frente a los controles, indicando una protección asociada a este alelo con la 
EA (OR=0.47, (0.23 – 0.98), p=0.04).
Así, entre los genes estudiados por su relación con la sobrexpresión de APP, los que 
codiﬁcan para COL6A3 e IGFBP7 eran los más consistentes en cuanto a su posible relación 




• PSEN1 (Presenilina 1)
Puesto que el gen de la Presenilina 1 (PSEN1) es portador de la mayor parte de las 
mutaciones causantes de la EA monogénica, consideramos de interés analizar su posible 
asociación con la EA esporádica. Analizamos 2 polimorﬁsmos intrónicos: rs3025786, del 
intrón 7, que detectamos mediante Electroforesis en Gel con Gradiente Desnaturalizante 
(DGGE) y que en el momento de secuenciarlo aparecía en la base de datos del NCBI como 
no validado y el rs165932, del intrón 8, sobre el que nuestro laboratorio ya había descrito 
una asociación en una parte de la muestra de España- Centro (Aldudo y cols. 1997). Estos 
dos polimorﬁsmos presentaban un pequeño desequilibrio de ligamiento (d=-0.012) en la 
muestra de referencia.
o rs3025786. 
Muestra de España - Centro. Si bien en la muestra general no se observaba ningún 
riesgo ni tendencia, sí se observó una clara interacción con el genotipo ApoE: El 
alelo 1 (C) protegía frente a la EA en los portadores de ApoE4 (OR=0.47 (0.22 – 1.00), 
p=0.046), mientras que en los no portadores se asociaba con riesgo (OR=1.78 (1.09 
– 2.92), p=0.02).
Además, en los individuos no portadores de ApoE4, observamos mediante estudios 
de supervivencia de Kaplan-Meier y de regresión de Cox que los homocigotos 
CC tenían claramente adelantada la edad de inicio de los síntomas respecto a los 
portadores del alelo 2 (T) (Figura 4, panel A).
Figura R4. Representación en curvas de Cox de la edad de aparición de los síntomas de EA en 
función del genotipo del SNP rs3025786 en los individuos no portadores de ApoE4 en las muestras 
de España - Centro (panel A) y de España - Cataluña (panel B).
Las curvas de supervivencia representan la frecuencia de individuos que se mantienen como 
controles en la edad indicada en función del modelo de Cox en individuos homocigotos para el alelo 
2 (TT, en verde), en heterocigotos (CT, gris) y en homocigotos para el alelo 1 (CC, azul).
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Muestra de España - Cataluña. Del mismo modo que ya indicamos en la muestra de 
referencia, se observaba una interacción con el genotipo ApoE: en los individuos 
portadores de ApoE4, el alelo 1 (C) mostraba una tendencia protectora frente a la EA 
(OR=0.51 (0.24 – 1.08), p=0.07), mientras que en los no portadores no se observaba 
asociación signiﬁcativa.
También se observó en los no portadores de ApoE4, igual que en la muestra de 
referencia, que los homocigotos para el alelo 1 (genotipo CC) tenían la edad de inicio 
adelantada respecto a los individuos con genotipo CT y TT (Figura R4, panel B), 
aunque en este caso la diferencia no alcanzaba la signiﬁcatividad estadística.
Muestra combinada. En los portadores de ApoE4, el efecto protector del alelo C se 
hizo más signiﬁcativo que en las muestras individuales (OR=0.51 (0.31 – 0.86), p=0.01 
para el alelo C y OR=0.45 (0.25 – 0.79), p=0.005 para portadores de alelo C frente a 
homocigotos TT). 
En los no portadores de ApoE4, los homocigotos CC presentan un adelanto en la 
edad de inicio de la EA, como ya se observaba en las muestras individuales.
En resumen, el polimorﬁsmo rs3025786 del intrón 7 de PSEN1 estaba asociado con 
la EA esporádica, aparentemente como factor de riesgo en los portadores de ApoE4 
y como modulador de la edad de inicio de la EA en los no portadores. 
o rs165932.
Muestra de España - Centro. El análisis de la muestra de referencia mostró que la 
frecuencia del alelo 1 (T) está incrementada en los controles respecto a los casos, 
indicando una protección de este alelo frente a la EA (OR=0.79 (0.63 – 1.00), p=0.046), 
en línea con los resultados ya publicados por nuestro laboratorio en una parte de esta 
muestra (Aldudo y cols. 1997).
En resumen, el estudio de estos dos polimorﬁsmos de PSEN1 sugieren que este 
gen, además de portar mutaciones causantes de la EA monogénica, es un factor de 
riesgo para la esporádica.
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• MTHFR (Metilen-Tetra-Hidro-Folato Reductasa) y MTRR (5-Metiltetrahidrofolato-
Homocisteína Metiltransferasa Reductasa)
Se trata se dos genes clave en el metabolismo de la Hcy, que en concentraciones elevadas 
es neurotóxica.
En el gen MTHFR se estudiaron los polimorﬁsmos rs1801131, que genera un cambio 
de aminoácido Glu429Ala, y rs1801133 que genera un cambio Ala222Val. Ambos SNPs están 
asociados con alteraciones en el correcto funcionamiento de la enzima, y se relacionan con 
niveles elevados de Hcy en sangre. El SNP rs1801133 fue estudiado en colaboración con otro 
miembro de nuestro laboratorio, y los resultados se presentan en su tesis doctoral (Tenorio 
Vela 2007).
Estos dos polimorﬁsmos están parcialmente ligados, con un desequilibrio de ligamiento 
de valor d=0.06. 
o rs1801131. 
Muestra de España - Centro. En el estrato poblacional de individuos con edad 
intermedia de inicio de los síntomas, el alelo 1 (C, Ala) estaba disminuido en los 
casos frente a los controles, indicando una protección por este alelo frente a la EA. 
En homocigotos CC, la protección frente a los portadores del alelo A alcanzaba la 
signiﬁcatividad estadística (OR=0.40 (0.17 – 0.93), p=0.03).
Además, se observó que el polimorﬁsmo Ala222Val modulaba el riesgo asociado a 
éste: en los individuos portadores de Ala222, la protección asociada a la homocigosis 
CC del polimorﬁsmo rs1801131 se incrementaba y se hacía muy signiﬁcativa (OR=0.28 
(0.11 – 0.71), p=0.005).
Esta protección del alelo rs1801131 C frente a la EA coincide con los datos publicados 
en el meta-análisis de Bertram y colaboradores (Bertram y cols. 2007).
En el gen MTRR analizamos el polimorﬁsmo con identiﬁcación rs1801394, que genera 
un cambio de aminoácido Ile22Met, y que también está relacionado con alteraciones en los 
niveles de homocisteinemia.
o rs1801394. 
Muestra de España - Centro. La distribución de alelos indicaba una pequeña tendencia 
a la asociación del alelo 1 (G) con la enfermedad (OR=1.28 (0.97 – 1.67), p=0.08), que 
se hacía más signiﬁcativa en no portadores de ApoE4 (OR=1.42 (1.00 – 2.01), p=0.05) 
y en mujeres (OR=1.46 (1.04 – 2.06), p=0.03) 
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• YWHAB (Proteína 14-3-3 β o Proteína de Activación Tirosina 3-monooxigenasa / 
Triptófano 5- Monooxigenasa)
Las proteínas 14-3-3 han sido relacionadas con la EA, principalmente por su papel en 
relación con la proteína asociada a microtúbulos Tau. En el gen que codiﬁca para la isoforma 
β de esta familia de proteínas (YWHAB), analizamos el polimorﬁsmo con identiﬁcación 
rs3208334, de la región 3’UTR, a 93 bases de la parada de la traducción, y que podría modiﬁcar 
en función del genotipo la estabilidad o el procesamiento del ARN mensajero.
o rs3208334. 
Muestra de España - Centro. Si bien en la muestra general la distribución de alelos y 
genotipos no indicaba asociación, al estratiﬁcar la población en función del hecho de 
ser o no portador de ApoE4, pudimos observar un riesgo asociado al alelo 1 (A) en 
los individuos portadores (OR=1.90 (1.11 – 3.26), p=0.02).
Además, también se observó riesgo en los individuos más jóvenes (OR=1.58 (1.09 
– 3.12), p=0.02).
Así, el gen YWHAB parece estar asociado a la EA en función del genotipo APOE y 
de la edad de inicio.
- o O o -
Tras un análisis global de los estudios de asociación, nuestros datos mostraron que en 
todos los bloques había algún gen que se asociaba de forma signiﬁcativa o como tendencia 
con la EA, sugiriendo que todas las funciones estudiadas pueden participar en cierta 
medida en la patogénesis o en el desarrollo de la EA. Por otra parte, no en todos los grupos 
funcionales el porcentaje de positivos entre los genes analizados era el mismo. Así, mientras 
que todos los genes estudiados por su relación con la infección por HSV-1 (3 de 3) y con el 
estrés oxidativo (2 de 2) mostraron asociación, se encontraron tanto genes positivos como 
negativos entre los procedentes de los modelos de respuesta integrada a estrés (incluyendo 
los genes del modelo de ERE,  4 positivos de 7),  de estrés adrenérgico (3 de 5) y por su 
respuesta a la sobrexpresión de APP (4 de 7). En cuanto a los genes analizados que surgen a 




Lista de SNPs analizados y asociación observada
Gen dbSNP ASOCIACIÓN
  Muestra de Referencia 1 Muestras de Réplica 2
 





EIF2AK2 rs4648174 Ligado al anterior Ligado al anterior
EIF2AK2 rs3770768 ApoE4- (Tendencia) Negativa
PVRL2 hCV11711387 Muestra General Negativa





I�������� ��� E����� O��������





PLA2G3 rs2232170 Ligado al anterior Negativa (No ligado)
PLA2G3 rs2074734 Negativa ND
PLA2G3 rs2074735 Negativa ND
PLA2G3 rs2072193 Negativa ND
PLA2G3 rs740231* ApoE4- ND
HMGCR rs3761740 Muestra General Positiva
HMGCR rs5909 Ligado al anterior Ligado al anterior






DNAJB9 rs2227272 Precoces ND
EIF2AK3 rs1805164 Negativa ND
EIF2AK3 rs1805165 Negativa ND
HSPA5 rs17840761 Negativa ND
HSPA5 rs391957 Negativa ND
HYOU1 rs13929
Muestra General (Tendencia), 
signiﬁcativa en Mujeres
ND
HYOU1 rs1003081 Ligado al anterior ND
R����������� ��� �� R�������� I�������� � E�����
MAP1LC3B rs11117269
Asociación en Muestra General. 
Modulación Inicio
Positiva
MAP1LC3B rs9903 No asociación ND
PPP1CA rs7480390 Negativa ND
I�������� ��� E����� A����������
ARID4A rs1051858 Tardíos (Tendencia) ND
CAPN9 rs3895368 Negativa ND
CAPN9 rs1933631 Negativa ND
DSC1 rs1789072 Varones Positiva
IFT74 rs3429 Negativa ND
TMC5 rs2245086 Muestra General (Tendencia) Negativa
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I�������� ��� S������������� �� APP
GPNMB rs199348 ApoE4- (Tendencia) ND
GPNMB rs858239 Ligado al anterior ND
COL6A3 rs7599762 Negativa ND
COL6A3 rs2645779
Muestra General,
más en ApoE- y en Mujeres
ND
COL6A3 rs7436 Interacción con Genotipo ApoE ND
CRYAB rs762550 Negativa ND
CRYAB rs4252583 Negativa ND
CRYAB rs14133 ApoE4- (Tendencia) ND
ZNF804A rs10497655 Negativa ND
IGFBP7 rs4075349 Muestra General Positiva
IGFBP7 rs3755906 Tardíos ND
GNG12 rs2295942 Negativa ND
MMP2 rs2287073 Negativa ND
MMP2 rs2287074 Varones (Tendencia) ND
MMP2 rs7201 Negativa ND
��������� �� EA ����������
PSEN1 rs3025786
Interacción con Genotipo ApoE. 
Modulación Inicio
Positiva
PSEN1 rs165932 Muestra General ND
    
Genes relacionados con el metabolismo del Colesterol
ABCA2 rs908832 Negativa ND
R����������� ��� �� M����������� �� �� H�����������
MTHFR rs1801133 Muestra General ND
MTHFR rs1801131 Interacción SNP anterior ND
MTRR rs1801394 Muestra General (Tendencia) ND
R��������� �� D���� �� �� ADN
POLL rs3730477 Negativa ND
F������ ����������� �� ��� P�������� 14-3-3
YWHAB  rs3208334 ApoE4+ y Precoces ND
Tabla R1. Lista de SNPs estudiados y asociación observada.
Se agrupan los genes en función de la aproximación de la que surge como gen candidato. 
Para cada uno se indican los SNPs analizados (dbSNP), 1 la asociación de éstos con la 
Enfermedad de Alzheimer en la muestra de referencia y/o si modula la edad de aparición 
de los  síntomas y 2 si la asociación observada se mantiene en las muestras de réplica 
(Positiva, sí; Negativa, no; ND, no determinado).
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5.2. Funcionalidad de las variantes alélicas
Debido a que el polimorﬁsmo estudiado del gen de DDIT3 (rs3847699), que se asociaba 
con cambios en la edad de aparición de los síntomas de la EA, se encuentra en la región 
promotora del mismo, esto es, en una zona posiblemente implicada en la regulación de la 
expresión génica, nos propusimos investigar si la asociación de estas variantes con la EA 
era debida a diferencias funcionales de las mismas que pudieran implicar una variación en 
los niveles de proteína, ya fuera en condiciones normales o en células sometidas a estrés 
(oxidativo y/o de retículo). Para ello, diseñamos una estrategia experimental basada en 
ensayos con células SK-N-MC  transfectadas con las construcciones generadas con ambas 
variantes alélicas de este polimorﬁsmo.
5.2.1. Obtención de las construcciones plasmídicas empleadas
Clonamos en el vector de expresión pcDNA3 un producto ampliﬁcado que abarca la 
región entre las posiciones -1626 a +60 (forma alélica -1507C), tomando la posición +1 en el 
inicio de la transcripción. Posteriormente se extrajeron por enzimas de restricción las regiones 
promotoras desde pcDNA3 para subclonarlas en el vector pXP2. Para facilitar el clonaje, los 
oligonucleótidos empleados en la PCR incluyen dianas de restricción adecuadas.
De esta manera, obtuvimos un plásmido que contenía el promotor del gen de interés 
unido en 5’ a la secuencia codiﬁcante de la luciferasa. Estas construcciones fueron empleadas 
para realizar sobre ellas la mutagénesis dirigida y obtener la otra variante alélica: -1507G 
(promotor de DDIT3).
Los plásmidos fueron secuenciados en el PCM, determinando que la secuencia 
promotora del gen DDIT3 coincidía con la publicada en la base de datos del NCBI con 
número de acceso NT_029419, más concretamente, con las bases comprendidas entre 
la posición 20059232 y la 20057547, excepto en la posición 20058998 (posición respecto al 
inicio de la transcripción -1380), donde se encontraba la variante C del polimorﬁsmo dbSNP 
rs1148550.
5.2.2. Obtención de dos líneas celulares que expresan de forma estable la proteína luciferasa 
bajo el control del promotor de DDIT3
Cotransfectamos de forma estable la línea celular de neuroblastoma humano SK-N-
MC con la construcción plasmídica pXP2-DDIT3 (una construcción para cada alelo del SNP 
en la posición -1507, C y G) ya descrita, y pcDNA3, que conﬁere resistencia al antibiótico 
Geneticina, para seleccionar los clones que han adquirido los plásmidos.
Se aislaron y ampliﬁcaron 16 colonias resistentes a Geneticina y se analizó su expresión 
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basal de luciferasa. Se seleccionaron los clones que en condiciones basales tenían una 
actividad luciferasa de 10000 o más cuentas por volumen de ensayo, y se determinó su carga 
plasmídica como se describe en el apartado 4.7.2 de Materiales y Métodos. Los resultados 
obtenidos para cada clon celular se detallan en la Tabla R2.
Decidimos continuar adelante con las colonias C1 (alelo -1507C) y G7 (alelo -1507G) 
por tener tanto un crecimiento celular como una carga plasmídica similares.
5.2.3. Estudio de la actividad transcripcional del promotor de DDIT3
Los plásmidos con la región promotora de DDIT3 fueron empleados en experimentos 
de transfección transitoria y estable en células SK-N-MC.
Las células fueron transfectadas empleando lipofectamina, que forma complejos con 
los plásmidos, y que son los que las células captan. Posteriormente fueron tratadas según 
modelos puestos a punto en el laboratorio para simular situaciones de estrés (oxidativo y/o de 
retículo) durante suﬁciente tiempo como para permitir a las células expresar luciferasa, que 
es la actividad que se ensaya para determinar la actividad transcripcional de los promotores 
clonados en respuesta a estos estímulos.
5.2.3.1. En células transfectadas transitoriamente
Se realizaron experimentos puntuales y de cinética de diferentes condiciones de cultivo 
en células SK-N-MC que expresan transitoriamente la enzima luciferasa bajo la regulación 
del promotor de DDIT3 con las variantes alélicas C y G en la posición -1507.
Tabla R2. Análsis de los clones transfectados.
 Para cada clon analizado se muestran 1 las cuentas de luciferasa obtenidas en un 10% 
de extracto celular proveniente de un pocillo de M24 al 80% de conﬂuencia y, 2 en el caso 
de determinarse, la cantidad de copias relativas a la cantidad de 18S del extracto como 
indicador de la carga plasmídica por célula (nd, no determinado).
Tabla R2. Análisis de los clones transfectados establemente con las 











pXP2 / 18S 2
C1 69.198 6,05 G1 1.841 nd
C2 69.198 4,66 G2 25.168 82,73
C3 70.883 3,31 G3 64.915 8,36
C4 147.104 3,46 G4 318.561 24,90
C5 145 nd G5 112.015 34,74
C6 145.213 3,77 G6 218 nd
C7 222.361 17,25 G7 62.890 6,97
C8 4.778 nd G8 3.240 nd
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En la Figura R5 se muestra la actividad transcripcional de las dos construcciones en las 
diferentes condiciones de cultivo a lo largo del tiempo. 
En respuesta a las diferentes condiciones podemos observar que, para ambas variantes 
alélicas, hay una ligera estimulación de la actividad transcripcional en respuesta a las 
condiciones de cultivo de EO y una activación más acusada en respuesta a las condiciones 
de ERE y de RIE. Estos resultados están en consonancia con datos previos del laboratorio 
que mostraban que los niveles de ARN mensajero del gen DDIT3 endógeno aumentaban 
ligeramente en respuesta a EO y de forma muy acusada a ERE y a RIE (Vicente Cenzano 
2007). A la luz de estos datos, podríamos aﬁrmar que la región promotora clonada contiene 
los elementos mínimos necesarios para mantener la capacidad de respuesta del gen a estos 
estímulos.
El análisis detallado del comportamiento de ambas variantes alélicas mostró que:
- En el caso de la variante alélica -1507C (Fig. R5, panel A), en todas las condiciones de 
cultivo, podemos observar un primer pico de actividad a las 6 horas de tratamiento, y 
a partir de ese punto la actividad transcripcional siguió un patrón diferente para cada 
condición de cultivo. En concreto:
• En condiciones basales observamos a las 9 horas una disminución de la actividad 
signiﬁcativa respecto a los valores obtenidos en los tiempos iniciales, que se recuperan 
a partir de las 18 horas.
• En condiciones de EO la disminución de la actividad transcripcional a las 9 horas 
es menor que en condiciones basales, de manera que la actividad parece ser 
ligeramente superior a la observada en el cultivo no estimulado. Esta mayor actividad 
transcripcional se observaba en todos los tiempos analizados, si bien no alcanzaba en 
todos ellos la signiﬁcatividad estadística.
• En condiciones de ERE, después del pico de actividad transcripcional de las 6 horas, 
que ya es estadísticamente signiﬁcativo respecto a las condiciones basales, podemos 
observar un aumento mayor de la actividad transcripcional a partir de las 12 horas 
de tratamiento, llegando a un máximo entre las 15 y las 21 horas de tratamiento.
• En condiciones de RIE, la actividad transcripcional presenta un perﬁl temporal similar 
al descrito en condiciones de ERE, aunque se observaba claramente una tendencia 
a que la actividad transcripcional fuera mayor en estas condiciones que en las de 
ERE.
- En la variante alélica -1507G (Fig. R5, panel B) podemos observar en todas las 
condiciones de cultivo a las 6 horas de tratamiento el mismo pico de actividad 
transcripcional ya descrito para el alelo -1507C. Sin embargo, a partir de este punto la 
actividad transcripcional varía ligeramente respecto a lo descrito para otra variante. En 
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Figura R5. Actividad transcripcional del promotor de DDIT3 en líneas transfectadas transitoriamente 
con las dos construcciones pXP2 DDIT3(–1507C) – Luciferasa (panel A) y DDIT3(–1507G) – Luciferasa 
(panel B).
Se muestra en cuentas (x10-3) por mU de β-galactosidasa en distintas condiciones de cultivo: basales 
(negro), EO (verde), ERE (azul) y RIE (Rojo). Los datos mostrados se obtienen de la media y errores 
























































• En condiciones basales la actividad transcripcional no llega a recuperar el nivel 
inicial. Podemos observar el mismo mínimo de actividad a las 9 horas, y a partir de 
ese punto el aumento de la actividad es más moderado.
• En condiciones de EO, la disminución a las 9 horas de tratamiento es más acusada 
que en el caso de la variante -1507C, manteniéndose el perﬁl de actividad paralelo 
al perﬁl de las condiciones basales, ligeramente por encima de éste, pero aunque la 
diferencia no era signiﬁcativa.
• En condiciones de ERE se observa un aumento estadísticamente signiﬁcativo y 
progresivo en la actividad transcripcional a partir de las 9 horas, con un valor máximo 
a 24 horas.
• En condiciones de RIE se observa un perﬁl de expresión a lo largo del tiempo similar 
al de las condiciones anteriores, pero con una actividad transcripcional ligeramente 
superior. Sin embargo, la diferencia es estadísticamente signiﬁcativa únicamente a 
las 18 horas de tratamiento.
Para comparar la actividad transcripcional de ambas variantes alélicas en la diferentes 
condiciones de cultivo, extraemos de la cinética los valores obtenidos a las 18 horas de 
tratamiento, donde se observan las mayores actividades transcripcionales en respuesta a los 
estímulos, y normalizamos la actividad luciferasa en función de la correspondiente al alelo 
de menor riesgo para la EA (variante -1507C) en condiciones basales.
Los resultados mostraron que ambas variantes alélicas respondían de forma similar 
a todas las condiciones de cultivo. Así, el índice de estimulación (actividad normalizada 
respecto al alelo C en condiciones basales) era de 2.6 y 2.8 veces en respuesta a ERE y de 3.2 
y 3.9 en respuesta a RIE (alelo C y alelo G, respectivamente), no observando estimulación en 
respuesta a EO.
5.2.3.2. En células transfectadas establemente
Se estudió la regulación de la actividad luciferasa en respuesta al estrés (EO, ERE y 
RIE) de células SK-N-MC que expresan esta enzima de forma estable, bajo la regulación del 
promotor de DDIT3 con las variantes alélicas C y G en la posición -1507 (clones C1 y G7, 
respectivamente).
La Actividad luciferasa se normalizó respecto a la carga plasmídica por célula y 
respecto al número de células (según métodos descritos en el apartado 4.7.2). Se comprobó 
que la carga plasmídica era la misma para ambas líneas celulares y que no se alteraba por 
los tratamientos utilizados (datos no mostrados).
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En la Figura R6 se muestra la actividad luciferasa durante un tratamiento de 24 
horas recogiendo puntos cada 3 horas, y que corresponde a la cuantiﬁcación de actividad 
transcripcional del promotor DDIT3, para ambas variantes alélicas, a lo largo del 
tratamiento.
En condiciones basales se observa que la actividad transcripcional se mantiene 
prácticamente constante a lo largo de todo el estudio, sin apreciar diferencias signiﬁcativas 
entre ambas variantes. Además, se observa para ambas variantes alélicas una estimulación 
muy acusada en respuesta a las condiciones de cultivo de ERE y de RIE.
El análisis detallado del comportamiento de ambas variantes alélicas en respuesta a los 
diferentes estímulos mostró que:
- Línea celular DDIT3(-1507C) (Fig. R6, panel A). 
• En condiciones de EO, se observa que la actividad transcripcional del promotor se 
mantiene prácticamente constante a lo largo del tiempo, sin apreciar diferencias 
estadísticamente signiﬁcativas respecto a la actividad en condiciones basales, 
sugiriendo que esta construcción no se estimula por estrés oxidativo.
• En condiciones de ERE, se empieza a observar a partir de las 6 horas de tratamiento un 
aumento progresivo de la actividad transcripcional estadísticamente signiﬁcativa hasta 
llegar a valores máximos de actividad en torno a las 15-18 horas de tratamiento.
• En condiciones de RIE, la actividad transcripcional es similar a la ya descrita en 
condiciones de ERE, pero con unos niveles de actividad transcripcional ligeramente 
por debajo de los observados en estas condiciones, si bien esta diferencia no es 
estadísticamente signiﬁcativa.
- Línea celular DDIT3(-1507G) (Fig. R6, panel B).
• En condiciones de EO se puede observar a partir de las 9 horas de tratamiento una 
actividad transcripcional en respuesta al estímulo ligeramente mayor que la actividad 
observada en condiciones basales, con un máximo de actividad a las 15 horas.
• En condiciones de ERE, también se observa un aumento progresivo de la actividad 
transcripcional, estadísticamente signiﬁcativo a partir de las 6 horas de tratamiento 
que es muy pronunciado a partir de las 9 horas y alcanza un máximo en torno a las 
15 horas. 
• En condiciones de RIE, el perﬁl de actividad transcripcional es similar al descrito 
en condiciones de ERE pero la actividad es mayor, de manera que a partir de las 




Figura R6. Actividad transcripcional del promotor de DDIT3 en líneas transfectadas establemente 
con las dos construcciones pXP2 DDIT3(–1507C) – Luciferasa (panel A) y DDIT3(–1507G) – Lucife-
rasa (panel B).
Se muestra en cuentas (x10-3) normalizado por el número de células en distintas condiciones de 
cultivo: basales (negro), EO (verde), ERE (azul) y RIE (Rojo). Los datos mostrados se obtienen de la 























































En resumen, este estudio mostraba una diferencia de comportamiento de los alelos C y 
G en respuesta a EO, así como a las condiciones de RIE respecto a los de ERE. Para cuantiﬁcar 
esta diferencia, utilizamos los datos correspondientes a 15 horas de cultivo, tiempo en 
que la actividad transcripcional alcanzaba el máximo en todos los cultivos, aunque este 
comportamiento diferente se mantiene para todos los tiempos superiores a este tiempo (ver 
la ﬁgura R6). Los resultados de la comparación, expresando la actividad transcripcional en 
veces respecto a las condiciones basales de cultivo, se muestran en la tabla R3.
Se observa que la variante -1507G se estimula casi dos veces (1.8) por Estrés Oxidativo, 
mientras que la variante C no responde a este estímulo.
El Estrés de Retículo Endoplásmico aumenta la actividad transcripcional de 
ambas variantes, aunque la C muestra una estimulación superior a la G (4.6 y 3.4 veces, 
respectivamente).
Las dos variantes del promotor de DDIT3 muestran la misma estimulación (alrededor 
de 4 veces) por la combinación de Estrés Oxidativo y de Retículo Endoplásmico (condiciones 
de RIE). Para la variante C, esta estimulación es la misma a la debida al ERE solo, lo que 
está en línea con la ausencia de respuesta de esta variante al EO. En contraste, la variante G 
responde más a la combinación de estímulos (4.3 veces) que a ambos estímulos por separado 
(3.4 y 1.8 veces, para ERE y EO, respectivamente).
Por tanto, este estudio de la actividad transcripcional en función del alelo -1507 de 
DDIT3 sugiere que en condiciones de EO solamente responde el alelo G, en la de ERE 
responden ambos, aunque más el alelo C y en condiciones de RIE, así como en las basales, 
no se encuentran diferencia apreciables entre ambos alelos.
Tabla R3. Activación del promotor DDIT3 
por Estrés Oxidativo (EO), del Retículo 
Endoplásmico (ERE) y su combinación (RIE)
 -1507C -1507G
EO 1.1 ± 0.2 1.8 ± 0.2 *
ERE 4.6 ± 0.4 3.4 ± 0.3 *
RIE 4.1 ± 0.4 4.3 ± 0.4
   
Tabla R3. Activación del promotor DDIT3.
Se muestra la actividad luciferasa de las células 
transfectadas establemente con las construcciones pXP2 
- DDIT3 - Luciferasa (-1507C o -1507G) a las 15 horas de 
tratamiento, respecto a las células no tratadas, en veces ± 
el error estándar de la media.







A pesar de que los dos tipos de la EA - familiar y esporádica - comparten unas 
características clínicas semejantes, su etiología es completamente diferente. Así, si la EA 
familiar es fundamentalmente genética, con origen en mutaciones en uno de los tres genes 
identiﬁcados hasta la fecha (APP, PSEN1 y PSEN2), la EA esporádica es mucho más compleja 
y en ella convergen factores tanto genéticos como ambientales.
Hay multitud de factores genéticos descritos como de susceptibilidad para la EA 
esporádica, que actúan en distintas vías de señalización o en distintos módulos funcionales 
(Bertram y cols. 2007).
En nuestro grupo de investigación, nos planteamos el estudio de SNPs como posibles 
indicadores de la implicación de funciones candidatas en la patogénesis de la EA esporádicas, 
seleccionando dichos SNPs en genes que surgen como candidatos a partir de datos 
bibliográﬁcos y, mayoritariamente, de modelos celulares y animales de neurodegeneración 
puestos a punto previamente en nuestro laboratorio. Prácticamente ninguno de estos genes 
había sido estudiado previamente por su relación con la EA.
6.1. Asociación genética
A continuación, procedemos a discutir las asociaciones genéticas encontradas, 
agrupando los genes en los distintos módulos funcionales por los que hemos estudiado 
cada uno de ellos:
G���� ������������ ��� �� ��������� ��� H����� S������ V���� ���� I
Cada vez hay más evidencias que sugieren la posible implicación de agentes infecciosos 
en la patogénesis de la EA, y un buen candidato es el HSV-1, entre otras razones, porque es 
el más prevalente en cerebros humanos, donde se encuentra de forma latente.
Desde la primera evidencia de su implicación en la EA (Itzhaki y cols. 1997), nuestro 
laboratorio ha seguido diferentes aproximaciones para conﬁrmar esta hipótesis, obteniendo 
numerosos datos consistentes con ella. Por una parte, en modelos murinos: hemos visto 
que la llegada del virus al cerebro vía hematógena es más eﬁciente mediante ApoE4 que 
mediante ApoE3 (Burgos y cols. 2003), y además que esta llegada también es dependiente 
de la dosis génica del gen Apoe (Burgos y cols. 2002; Burgos y cols. 2006). Por otra parte, se 
ha asociado con la EA genes humanos relacionados con la infección por HSV-1 mediante 
estudios caso - control, como veremos a continuación.
Se analizaron genes representativos de distintas etapas de la infección por este 
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virus: EIF2AK2 en respuesta celular, PVRL2 en entrada del virus a las células y TAP2 en 
inmunoevasión. En primer lugar, es destacable el hecho que todos los genes analizados por 
su relación con el HSV-1 estaban asociados con la EA en la muestra de referencia, y que este 
resultado se replicó en al menos una de las muestras de réplica.
EL gen EIF2AK2 codiﬁca para la proteína PKR (Proteína Kinasa activada por ARN 
de doble hebra), que media la fosforilación del factor EIF2α en respuesta a infecciones 
por virus cuyo material genético sea ARN de doble hebra, mediando así la respuesta 
celular a la infección y constituyendo un importante nexo virus-huésped en relación con 
la neurodegeneración. Fosforilando a este factor, se activa la Respuesta Integrada a Estrés 
para abocar a las células infectadas a apoptosis y tratar de eliminarlas, representando un 
mecanismo crucial de defensa por parte de las células huésped contra la infección viral 
(McKenna y cols. 2006). 
La asociación de EIF2AK2 con la EA podría sugerir una interacción de este gen con el 
virus que regulase la apoptosis o la supervivencia celular frente a una infección del mismo. 
De hecho, la PKR ya ha sido relacionada con la EA en estudios histopatológicos previos que 
indican que la forma activa de la PKR se encuentra sobrexpresada en cerebros de pacientes 
de EA (Onuki y cols. 2004).
Los tres SNPs analizados de este gen mostraron asociación con la EA en la muestra de 
referencia. En concreto, el rs2254958, que mostró asociación en las tres muestras analizadas y 
afectaba a la edad de aparición de los síntomas, se encuentra en 5’ UTR, y, según el programa 
PupasSuite para predecir la posible funcionalidad de las variantes genéticas, podría modiﬁcar 
el splicing del ARN mensajero: el alelo C forma parte de un elemento potenciador de la unión 
de SRp55, mientras que el otro alelo (T) previene de esta unión (h�p://pupasuite.bioinfo.
cipf.es). Mediante su efecto sobre el procesamiento o a la estabilidad del ARN mensajero, 
esta variante genética podría modiﬁcar los niveles de proteína PKR en la célula.
Los resultados están en línea con la idea de que PKR podría participar en el proceso 
neurodegenerativo inducido por la infección, mediando la fosforilación del factor de 
la traducción EIF2α para bloquear la traducción de proteínas virales. La magnitud de la 
respuesta RIE a la infección dependería del genotipo del huésped, y por tanto frente a una 
misma carga viral el proceso neurodegenerativo asociado sería diferente en individuos con 
diferente genotipo EIF2AK2.
En cuanto a la asociación encontrada entre la EA y PVRL2, puesto que se trata de un gen 
que codiﬁca para un receptor que media la entrada de ciertos herpesvirus (Schmidt y cols. 
2006), podría sugerir una diferente permisividad a la entrada del HSV-1 en las neuronas, lo 
que podría así modiﬁcar la carga vírica en función del genotipo PVRL2, y por tanto el grado 
de neurodegeneración asociado a la infección.
Además, la asociación diferencial en función del género resulta interesante, ya que 
está descrito que la infección por HSV-1 diﬁere según el género: en modelos murinos, las 
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hembras son más susceptibles a la infección del cerebro que los machos (Burgos y cols. 2005), 
y, generalmente, está aceptado que las mujeres tienen mayor susceptibilidad para la EA que 
los varones. Aunque es especulativo, se podría considerar que el polimorﬁsmo en PVRL2, 
cuyo alelo mayoritario protege a los varones, fuera en parte responsable de una menor 
permisividad de entrada del virus a las células, y por tanto de una menor neurodegeneración 
asociada a la infección, en los varones. 
El gen TAP2 codiﬁca para la Proteína Transportadora de Antígenos 2, cuyo bloqueo es 
la vía empleada por HSV-1 para evadir el sistema inmune (Bauer y cols. 2002). La asociación 
de polimorﬁsmos en TAP2, y de su combinación con APOE, con la EA podría indicar algún 
tipo de interacción biológica de estos dos genes en relación con la enfermedad. Puesto que 
ambos juegan un papel relevante en la llegada del virus al cerebro (APOE está implicado en 
neuroinvasión (Burgos y cols. 2002; 2003) y TAP2 en inmunoevasión (Bauer y cols. 2002)), 
estos datos sugieren que las variantes genéticas del huésped que facilitan la llegada de HSV-
1 al cerebro se asocian con mayor susceptibilidad para la EA.
No hay datos publicados sobre el efecto funcional del haplotipo TAP2 potencialmente 
causante de su asociación con la EA. Para estudiarlo, recientemente se han generado en 
nuestro laboratorio tres líneas de ratones transgénicos que expresan correctamente los genes 
TAP1A, TAP2A y TAP2B humanos, y que permitirán el estudio de procesos patológicos a los 
que se ha asociado el complejo TAP (Serrano Sáiz 2007).
En resumen, tres genes representativos de tres etapas diferentes de la infección por HSV-1 
están asociados con la EA, sugiriendo un nexo entre la susceptibilidad genética a infecciones 
del sistema nervioso central, en concreto por el virus HSV-1, y la posterior aparición de la 
enfermedad neurodegenerativa de Alzheimer. Este nexo podría dirigir la prevención de esta 
enfermedad hacia una posible terapia futura antiviral y a una inmunización frente a este 
virus en la infancia (Itzhaki y cols. 2004b).
Tanto en el caso de EIF2AK2 como TAP2, los únicos datos referentes a su asociación 
con la EA que aparecen en la página Web h�p://www.alzgene.org son los publicados 
recientemente por nuestro grupo de trabajo (Bullido y cols. 2007a; Bullido y cols. 2007b). 
Para el gen PVRL2 no encontramos publicado ningún dato de asociación con la EA.
G���� ��������� ��� E����� O��������
En un microarray de expresión realizado sobre un modelo celular sometido a estrés 
oxidativo, se observó que los genes PLA2G3 y HMGCR estaban entre los que más se 
estimulaban en respuesta a este estrés.
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En el gen PLA2G3 solamente pudimos observar asociación en los SNPs de las regiones 
reguladoras del gen, y no en los SNPs de la región codiﬁcante. Este hecho podría sugerir 
que la susceptibilidad para la EA está más inﬂuida por los niveles de proteína que por la 
estructura de la misma, en consonancia con el hecho de que trate de un gen cuya expresión 
se ve alterada en un modelo en el que se simula un posible mecanismo patogénico de la 
enfermedad.
Un SNP del promotor de PLA2G3 (rs9619169) mostró asociación con la EA en la muestra 
de referencia, y esta asociación se replicó en la muestra de Canadá y en la de España - 
Cataluña, aunque no era signiﬁcativa en las muestras individuales, posiblemente porque el 
riesgo asociado es bajo y se necesita un elevado tamaño muestral para conseguir un poder 
estadístico suﬁciente.
Podría ocurrir que polimorﬁsmos que afectasen a los niveles de PLA2G3 alterasen la 
capacidad de respuesta celular al daño oxidativo generado por el propio envejecimiento del 
organismo o por otros factores. De hecho, el alelo asociado con riesgo para padecer la EA 
(C) forma parte de un sitio putativo de unión para el factor de transcripción Spi-B, sitio que 
desaparece con el alelo protector (A) (h�p://bio.chip.org/mapper).
De este factor de transcripción, con identiﬁcación en el NCBI Q01892, se sabe que se 
expresa en células B y en células dendríticas plasmacitoides (plasmacytoid dendritic cells, 
pDCs), y que promueve el desarrollo de estas últimas, que así pueden producir grandes 
cantidades de interferón y bloquean infecciones virales (h�p://www.expasy.org/).
Respecto a asociaciones con la EA publicadas para el gen PLA2G3, en h�p://www.
alzgene.org no hay información, aunque sí aparece una asociación de otra fosfolipasa A2, 
del grupo IB (PLA2G1B). 
El segundo gen de este módulo, HMGCR, codiﬁca para una enzima clave en el 
metabolismo del colesterol y en la regulación de sus niveles en el organismo (Kajinami y cols. 
2004). Se han relacionado niveles elevados de colesterol en sangre con riesgo de desarrollar 
EA. Entre las evidencias que refuerzan esta hipótesis se encuentra el hecho de que el mayor 
factor de riesgo genético de la EA esporádica es ApoE, que es el transportador de colesterol 
en el Sistema Nervioso Central (Canevari y cols. 2007).
Además, se ha observado que pacientes de enfermedades cardiovasculares tratados 
con estatinas para reducir los niveles de colesterol tienen menos riesgo de desarrollar 
EA (Wolozin y cols. 2000), y es esta enzima la que juega un papel clave en la respuesta al 
tratamiento con estatinas (Kajinami y cols. 2004).
Nuestros resultados muestran una asociación con la EA de un SNP del promotor 
(rs3761740), en línea con un trabajo publicado muy recientemente sobre este mismo SNP 
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(Porcellini y cols. 2007). Más concretamente, el alelo C en homocigosis conﬁere protección 
frente a la EA y el alelo A del mismo SNP parece adelantar la edad de aparición del los 
síntomas.
El programa ChipMapper predice que el alelo C forma parte de sitios de unión 
de los factores de transcripción SRF (Serum Response Factor) y SMAD4 (Mothers against 
decapentaplegic homolog 4); mientras que el alelo A no. De esta manera, este SNP podría alterar 
el funcionamiento de una región reguladora de la expresión de este gen, afectando a los 
niveles de proteína HMGCR, y así a los niveles de colesterol en el organismo. En concreto, se 
ha observado una relación entre el SRF y el fenotipo EA en cuanto a que está sobrexpresado 
en cerebros de individuos con la enfermedad (Chow y cols. 2007).
G���� ��������� ��� E����� �� R������� E�����������
El gen DDIT3 es un punto crítico en la inducción de apoptosis por vía mitocondrial. 
El resultado más relevante del estudio de asociación, que se replicó en dos muestras 
independientes, era un aparente efecto de un polimorﬁsmo del promotor (rs3847699, 
en -1507) sobre la edad de aparición de los síntomas de la EA, que parecía retrasarse en 
los individuos portadores del alelo G. Este polimorﬁsmo se ha sometido a un estudio 
funcional, por lo que la posible alteración funcional producida por él en relación con la EA 
y la neurodegeneración se discute en el apartado 6.2 (“Consecuencias funcionales de las 
variantes alélicas del promotor del gen DDIT3”).
En cuanto a los otros genes de este módulo para los que se ha visto asociación con la EA, 
DNAJB9 codiﬁca para una chaperona de la maquinaria del RE, de forma que polimorﬁsmos 
que afecten a la capacidad de respuesta o a la función de esta proteína podría generar 
susceptibilidad para la EA si, de acuerdo con la hipótesis de trabajo, el Estrés de Retículo 
Endoplásmico participa en la patogénesis de la EA.
También hemos encontrado asociación con la EA de SNPs situados en regiones 
posiblemente reguladoras del gen HYOU1 (en 3’ del mismo y en 3’UTR) en mujeres. Puesto 
que es un gen de respuesta a ERE, alteraciones en la capacidad de respuesta a este estrés 
podrían generar susceptibilidad para la EA.
En h�p://www.alzgene.org no hay información que asocie este gen con la EA.
G���� ������������ ��� �� R�������� I�������� � E�����
En cuanto a MAP1LC3B, es un gen relacionado con autofagia, que constituye un 
mecanismo de supervivencia neuronal. En estados patológicos del sistema nervioso se ha 
observado un incremento en el número de autofagosomas y vacuolas autofágicas que indican 
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algún tipo de alteración en el proceso autofágico que podría contribuir a la patogénesis 
de estas enfermedades neurodegenerativas (Bursch y cols. 2005; Rubinsztein y cols. 2005; 
Martinez-Vicente y cols. 2007).
Pudimos observar una asociación con la EA replicada del SNP rs11117269, de la región 
promotora del gen, que indicaba que los individuos homocigotos para el alelo C tenían un 
riesgo asociado muy signiﬁcativo frente a la EA.
Este riesgo podría estar relacionado con el hecho de que la edad de aparición de los 
síntomas se adelantaba conforme aumentaba la dosis alélica del alelo C: como se trata de 
un polimorﬁsmo de la región promotora, es posible que, debido a diferentes niveles de 
actividad transcripcional, y, por consiguiente, de proteína, haya una degeneración celular 
proporcional a la dosis alélica de C y que sea el motivo del riesgo observado.
No hay información previa que asocie este gen con la EA. 
G���� ��������� ��� E����� A����������
Para determinar la posible implicación de este módulo funcional en la susceptibilidad 
para desarrollar la EA, nos centramos en los genes que mostraban mayores cambios en la 
expresión y que representaban distintas funciones: ARIDA4 (de ciclo celular), IFT74 (de 
fusión vesicular), TMC5 y DSC1.
Lo más destacable fue el riesgo encontrado en el gen DSC1, tanto en la muestra de 
referencia como en la de réplica de España - Cataluña, donde se encontró un efecto protector 
de los individuos portadores del alelo 2 (genotipos AG y GG ) respecto a los individuos 
homocigotos AA. El hecho de que solamente se observe el efecto protector en hombres pero 
no en mujeres podría ser uno de los factores responsables de la menor incidencia y/o de las 
diferentes manifestaciones clínicas que se dan en varones respecto a mujeres (Barnes y cols. 
2005).
En cuanto a las posibles funciones de DSC1 en EA, es importante mencionar que este 
gen es un miembro de una superfamilia de moléculas de adhesión celular dependientes 
de Ca2+ que median la unión célula-célula e interaccionan con el citoesqueleto (Getsios y 
cols. 2004). Recientemente se ha visto que las desmocolinas son reguladas por factores de 
transcripción de la familia C/EBP (Smith y cols. 2004), y que estas proteínas tienen actividad 
inducible por cAMP y se unen a motivos CRE (Bakker y cols. 1991).
En resumen, podemos encontrar un SNP de DSC1 asociado a la EA de manera 
dependiente del género que refuerza la hipótesis de la posible implicación de las vías de 
señalización adrenérgica en la patogénesis de esta enfermedad.
En h�p://www.alzgene.org solamente aparece un artículo que indique alguna asociación 
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de estos genes, y es el publicado por nuestro grupo de trabajo (Ramos y cols. 2006).
G���� ��������� ��� S������������ �� APP
De los genes analizados en este módulo funcional, se replicó la asociación del SNP 
rs4075349, del promotor de IGFBP7. Se trata de un gen que tiene un papel importante en la 
parada de la proliferación celular de ciertos cánceres aumentando la muerte celular por un 
mecanismo similar a la senescencia (Wilson y cols. 2002).
En h�p://www.alzgene.org no se encuentran datos referentes a asociación con la EA de 
ninguno de los genes de este conjunto estudiados por nuestro grupo de trabajo.
O���� G����
Respecto a los polimorﬁsmos analizados en el gen de la Presenilina 1, no hay estudios 
previos sobre el SNP del Intrón 7 en relación con la EA. Sin embargo, sí es posible encontrar 
numerosas referencias acerca de la asociación del SNP del Intrón 8 con la EA en diferentes 
poblaciones No hay estudios previos sobre el SNP del Intrón 7 de PSEN1 en relación con la 
EA. Sí es posible encontrar numerosas referencias acerca de la asociación del SNP del Intrón 
8 con la EA en diferentes poblaciones con resultados contradictorios: asociando uno u otro 
alelo, o no observando asociación (h�p://www.alzgene.org/).
En las bases de datos de PupaSuite y de Chip Mapper (h�p://pupasuite.bioinfo.cipf.es 
y h�p://mapper.chip.org/) los SNPs analizados no aparecen como modiﬁcadores de alguna 
función, por lo que actualmente no es posible determinar las bases biológicas por las que 
modulan la susceptibilidad para la EA.
Es posible que los SNPs analizados en este trabajo estén ligados a otro(s) SNP(s) del 
gen PSEN1 que sean los factores de riesgo reales, y, de esta manera, estarían actuando 
como marcadores de estos SNPs de riesgo. En este sentido, está establecido que cuando la 
asociación de un polimorﬁsmo se debe a un desequilibrio de ligamiento con otro SNP, que 
es el factor de riesgo real, es posible encontrar datos contradictorios acerca de la asociación 
del polimorﬁsmo ligado en función de la historia genética de las poblaciones analizadas.
Alteraciones en el metabolismo de la Homocisteína (Hcy) producen unos niveles 
elevados de este aminoácido, que en concentraciones altas es neurotóxico (Obeid y cols. 
2006). Se ha descrito que los niveles de Hcy en plasma son mayores en pacientes de EA que 
en individuos controles (Clarke y cols. 1998).
El gen MTHFR es clave en el metabolismo de Hcy. Se ha descrito que los polimorﬁsmos 
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estudiados en el gen MTHFR pueden alterar el correcto funcionamiento de la enzima, de 
forma que se podría acumular Hcy en plasma: el cambio C677T provoca un cambio de 
aminoácido Val por Ala en el codón 222, en el dominio catalítico de la enzima, que en 
homocigosis resulta en unos niveles elevados de Hcy y niveles disminuidos de folato en 
plasma y en orina (Frosst y cols. 1995). El cambio A1298C provoca un cambio de aminoácido 
Ala por Glu en el codón 429, en la región reguladora de la enzima, y se trata de un cambio 
que por sí mismo no tiene efectos detectables sobre los niveles de Hcy. Sin embargo, la 
heterocigosidad en ambos sitios polimórﬁcos resulta en unos niveles de Hcy y folato 
similares a los observados en los individuos con el sitio C677T en homocigosis para el alelo 
T (van der Put y cols. 1998).
Aunque en la bibliografía podemos encontrar trabajos en los que no se detecta asociación 
de este gen con la EA (Brunelli y cols. 2001), en otros trabajos sí se describe una asociación en 
el mismo sentido que la detectada por nosotros: una protección del alelo 1298-C (Wakutani 
y cols. 2004; Bertram y cols. 2007).
Curiosamente, los datos obtenidos de los estudios de asociación muestran que los 
alelos que generan susceptibilidad para la EA son los que producen niveles menores de 
Hcy en sangre. Para tratar de esclarecer la posible asociación del metabolismo de Hcy con 
la EA, actualmente se está estudiando en nuestro laboratorio un modelo celular sometido 
a concentraciones de hiperhomocisteinemia moderada y alteraciones en el ciclo del folato 
(Tenorio Vela 2007).
En cuanto al gen MTRR aunque no se encuentra información acerca de asociaciones 
directas con la EA, sí se encuentra que el alelo para el que observábamos tendencia a la 
asociación (G), está relacionado con niveles ligeramente más elevados de Hcy en plasma, si 
bien esta alteración en la homocisteinemia no era signiﬁcativa (Kluĳtmans y cols. 2003).
Las proteínas 14-3-3 están relacionadas con la EA, ya que intervienen en la fosforilación 
de la proteína Tau y en la generación de los ovillos neuroﬁbrilares (Sugimori y cols. 2007). 
Además, se ha descrito la presencia de la isoforma β (YWHAB) en estos ovillos (Layﬁeld y 
cols. 1996). De esta manera, polimorﬁsmos en isoformas de esta familia multigénica podrían 
alterar la expresión o el correcto funcionamiento de alguna de estas proteínas y afectar a la 
susceptibilidad para el desarrollo de la EA.
El gen YWHAB mostró asociación con la EA en los individuos portadores de ApoE4. 
Interesantemente, la asociación se encontraba restringida al mismo estrato poblacional en el 
que un estudio previo del laboratorio había visto asociación de un SNP del gen MAPT, que 
codiﬁca para la proteína Tau (Bullido y cols. 2000b). En conjunto, estos datos sugieren que la 
fosfoforilación de tau característica de la EA podría estar modulada por el genotipo APOE. 
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A día de hoy, no se encuentran datos de asociación de genes codiﬁcantes para ningún 
miembro de esta familia multigénica con la EA.
La vinculación con la EA esporádica de genes relacionados con la EA familiar, como 
los modulados por el estímulo “sobrexpresión de APP”, así como la asociación ya descrita 
del gen de la Presenilina 1, refuerzan la hipótesis de que existen mecanismos patogénicos 
comunes entre ambas formas de EA.
6.2. Consecuencias funcionales de las variantes alélicas del promotor del gen DDIT3
El estudio de asociación mostró que este SNP (rs3847699) estaba asociado con la edad 
de aparición de los síntomas de la EA. Dada la relevancia de este gen en el proceso de 
apoptosis, decidimos desarrollar un análisis funcional del polimorﬁsmo.
Con el ﬁn de analizar la repercusión funcional de las variaciones de secuencia en el 
promotor de DDIT3, nos pareció de interés estudiar si este polimorﬁsmo podría causar 
diferencias a nivel de expresión del gen, en ensayos de transfección transitoria y de 
transfección estable en células neuronales SK-N-MC, tanto en condiciones basales de cultivo 
como en condiciones de distintos estreses relacionados con la EA.
En los ensayos de transfección transitoria, los resultados obtenidos indicarían que no 
hay diferencias entre ambas variantes alélicas en cuanto a que se observa una respuesta 
similar a todos los estímulos analizados. Todos los estímulos a los que se ha sometido las 
células permiten ver una alteración de la actividad promotora a partir de las 6 horas de 
tratamiento; en concreto, la actividad transcripcional observada tras los tratamientos con el 
sistema Xantina / Xantina-Oxidasa, que genera EO, con Tunicamicina, para producir ERE, 
y con ambos tratamientos conjuntamente, que genera RIE, aumenta signiﬁcativamente, 
con un comportamiento similar al observado para el promotor de DDIT3 endógeno, según 
datos previos del laboratorio, donde se observaba un ligero incremento en los niveles de 
ARN mensajero de DDIT3 en respuesta a EO, un incremento mayor en respuesta a ERE y un 
efecto sinérgico de ambos tratamientos en respuesta a RIE (Vicente Cenzano 2007).
Sin embargo, en los resultados de estos ensayos se observó una gran variabilidad 
experimental para ambas variantes alélicas, reﬂejados en las gráﬁcas correspondientes a los 
mismos como unas barras de error considerables. Esta variabilidad podría ser debida a la 
diﬁcultad que entraña la propia técnica de transfección, en cuanto a que la eﬁciencia de la 
misma depende de numerosos factores ajenos al proceso de transfección, como todos aquellos 
que puedan afectar al estado general de las células en el momento de la transfección.
Otro efecto que podría contribuir a esta variabilidad en los resultados podría ser que la 
actividad transcripcional de esta región promotora se viera afectada por el propio proceso 
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de transfección. Esta hipótesis se ve reforzada por el hecho de que ya era posible apreciar 
una alteración en los niveles de actividad luciferasa en el tiempo 0 de tratamiento, no 
observándose exactamente los mismos niveles de actividad transcripcional en las diferentes 
condiciones de cultivo; esta diferencia es más acusada en el caso de la variante -1507G.
Este resultado podría sugerir que ya hay una modulación de la actividad transcripcional 
previa al tratamiento celular que puede afectar a toda la cinética. Por ello, nos planteamos 
el desarrollo de líneas celulares que expresen de forma estable la actividad luciferasa 
bajo la regulación de este promotor de DDIT3, de forma que evitaríamos la variabilidad 
experimental descrita, ya fuere debida al proceso de transfección o a que éste afectara a la 
actividad transcripcional del gen DDIT3.
Uno de los primeros aspectos destacables en los resultados obtenidos es que en estas 
líneas celulares ya establecidas y recuperadas del proceso de la transfección, a 0 horas de 
tratamiento, todas las condiciones de cultivo analizadas tienen una actividad transcripcional 
similar, lo que conﬁrmaría la hipótesis de que era el propio proceso de transfección el que 
estaba afectando a la actividad promotora en las transfecciones transitorias.
En cuanto a los aspectos destacables referidos a la actividad transcripcional observada 
para cada variante alélica, el primero es que, si bien la actividad en condiciones de cultivo 
basales no se diferencia entre ellas, la respuesta a los estímulos sí es diferente. En concreto, 
si bien para ambas variantes se dispara la expresión en respuesta a ERE, en el caso de la 
variante -1507G esta respuesta es ligeramente menor que en el caso de la variante -1507C, 
igualándose los niveles de expresión de ambas variantes en respuesta a RIE, posiblemente 
debido a cierta sensibilidad de la variante -1507G a EO que no se encuentra en el caso de la 
variante -1507C. Estas variaciones en la respuesta podrían estar debidas a que en la posición 
donde se encuentra el polimorﬁsmo rs3847699 hubiera un sitio de unión de factores de 
transcripción relacionados con la respuesta a los estímulos.
Analizando la secuencia de la región promotora del gen DDIT3 en el programa 
ChipMapper (h�p://bio.chip.org/mapper), podemos encontrar diferencias respecto a los 
factores de transcripción que se unen a esta secuencia en función de la variante alélica en 
-1507. Encontramos que los factores de transcripción humanos RREB-1 y LBP-1c/CP2/LSF 
(CP2) se podrían unir a la región entre las posiciones de -1500 a -1519 y de -1505 a -1515, 
respectivamente, pero solamente en el caso de que la variante alélica presente sea G.
Analizando en el programa PupaSuite (h�p://pupasuite.bioinfo.cipf.es) los 
polimorﬁsmos que puedan afectar a funciones en la región promotora de DDIT3 se conﬁrma 
el hecho de que este SNP se encuentra en un sitio de unión del factor de transcripción CP2. 
El factor de transcripción CP2 (gen TFCP2, localización 12q13) ha sido relacionado con la 
EA: se ha descrito una asociación entre un polimorﬁsmo (A/G) de la región 3’UTR del gen 
y la enfermedad. Se ha visto que la región 3’UTR se une a proteínas, de manera que el alelo 
A, protector frente a la EA, tienen una unión más débil que el alelo G. Este factor regula la 
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expresión de otros genes que ya han sido relacionados con la EA (GSK3, α-2macroglobulina, 
NFκB, interleukina 1 o TNF), puede modular la activación de distintos virus, como HSV-1, e 
interacciona con la proteína Fe65, que regula la internalización y el procesamiento del APP 
(Lambert y cols. 2000; Lendon y cols. 2001; Panza y cols. 2004).
Es posible que el polimorﬁsmo estudiado en la región promotora de DDIT3 tenga una 
repercusión en la capacidad de respuesta de este gen a estímulos porque afecte la unión de 
este factor de transcripción, modulando así a la susceptibilidad del individuo de desarrollar 
la EA.
6.3. Hipótesis sobre el papel del polimorﬁsmo del promotor del gen DDIT3 sobre la 
patogénesis de la enfermedad de Alzheimer
En los últimos años se han presentado numerosos datos que sugieren la participación 
del EO en la patogenia de la EA. Éstos incluyen la demostración de un aumento de los 
procesos oxidativos de lípidos, proteínas y ADN, alteraciones en las concentraciones de 
algunos factores prooxidantes y antioxidantes en el cerebro y en otros tejidos, alteraciones 
de la función mitocondrial y del papel del amiloide y su proteína precursora en los 
procesos oxidativos en modelos experimentales (cultivos de neuronas corticales y animales 
transgénicos).
El RE es un compartimento subcelular que juega un papel principal en la modiﬁcación 
post-traduccional de las proteínas. Las proteínas que no se procesan correctamente se 
acumulan como proteínas mal plegadas que se procesan por la maquinaria de degradación de 
proteínas asociada al RE (ERAD, endoplasmic reticulum-associated protein degradation). Cuando 
la cantidad de estas proteínas supera la capacidad de degradación, las células de mamífero 
activan un mecanismo de defensa denominada ERE, que consta fundamentalmente de 4 
mecanismos: atenuación de la síntesis de proteínas para evitar el acúmulo de más proteínas 
mal plegadas, inducción transcripcional de genes de chaperonas del RE para aumentar 
la capacidad de plegamiento, inducción transcripcional de ERAD para aumentar esta 
capacidad y, por último, inducción de apoptosis de las células dañadas por este ERE para 
asegurar así la supervivencia del organismo. Una disfunción de la respuesta ERE causada 
por el envejecimiento, mutaciones genéticas o factores ambientales pueden desembocar en 
diferentes enfermedades conocidas colectivamente como “enfermedades conformacionales”, 
como diabetes, inﬂamación y desórdenes neurodegenerativos, como EA, EP y desorden 
bipolar (Yoshida 2007).
En situaciones de ERE se induce la activación de PERK, que fosforila el factor EIF2α, 
inactivándolo, para conducir a una atenuación traduccional. El factor EIF2α también 
puede ser fosforilado por otras kinasas que se activan en presencia de ciertas infecciones 
virales, privación de aminoácidos o déﬁcit en grupos hemo, indicando que la atenuación 
traduccional no se induce exclusivamente en condiciones de ERE, sino también en otras 
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condiciones ﬁsiológicas. La respuesta celular mediada por la fosforilación del factor EIF2α 
se denomina Respuesta Integrada a Estrés (Boyce y cols. 2005; Cnop y cols. 2007).
Curiosamente, la traducción del factor de transcripción ATF4 se estimula mediante 
esta atenuación vía EIF2α fosforilado, de forma que el factor ATF4 no puede ser traducido 
en ausencia de ERE. Una de las dianas de ATF4 es DDIT3, un factor de transcripción cuya 
sobrexpresión promueve la parada del ciclo celular y conduce a las células a apoptosis 
(Friedman 1996), mientras que deﬁciencias en la expresión de esta proteína parecen proteger 
a las células de la apoptosis producida por ERE (Zinszner y cols. 1998; Marciniak y cols. 
2004).
En el análisis funcional del polimorﬁsmo de la región promotora de DDIT3 hemos 
observado una capacidad de respuesta a estímulos diferente en función de la variante alélica 
analizada. Nuestros resultados experimentales indican una respuesta a EO en el caso de la 
variante -1507G que no se observa para la variante -1507C, lo que conduce a una mayor 
actividad transcripcional del promotor con esta variante polimórﬁca en respuesta a EO, lo 
que conferiría a las células una mayor predisposición a la apoptosis dirigida por este gen en 
condiciones de EO.
Este hecho podría explicar que el riesgo asociado en individuos de edad avanzada 
con la EA al hecho de ser portador del alelo G en este sitio polimórﬁco, porque se trata de 
individuos que, por el mismo proceso de envejecimiento, presentan un EO intrínseco que 
produciría unos niveles transcripcionales superiores que en el caso del alelo protector, C. Esto 
podría darse si hubiese un factor activador de la transcripción que se activara en respuesta 
a EO y que se uniera exclusivamente a la variante polimórﬁca -1507G, como podría ocurrir 
con CP2.
Por otra parte, en respuesta a ERE hemos observado que, si bien ambas variantes 
presentan capacidad de respuesta transcripcional, ésta es mayor en el caso de -1507C. Unos 
niveles de ERE suﬁcientemente elevados como para conducir a las células a apoptosis se 
encuentran en individuos con sobrecarga del RE, como podría ser el caso de individuos con 
mutaciones o con infecciones víricas. En este caso, la alteración funcional producida por 
la sobrecarga de retículo endoplásmico sería lo suﬁcientemente fuerte como para alcanzar 
unos niveles de Chop que condujesen las células a apoptosis.
Esta sobrexpresión de DDIT3 en respuesta a ERE podría explicar el efecto observado de 
interacción entre el polimorﬁsmo y la edad de aparición de los síntomas: en los individuos 
maduros más jóvenes puede haber una sobrecarga del RE que conduzca a ERE, pero aún no 
se ha producido el EO debido al envejecimiento. De este modo, los individuos homocigotos 
para la variante alélica -1507C presentarían unos niveles de expresión de DDIT3 mayor que la 
de los individuos portadores de la variante -1507G de su misma edad que abocara a las células 
a apoptosis, adelantando así la edad de aparición de los síntomas de la enfermedad.
En respuesta a RIE se igualan los niveles transcripcionales en ambas variantes alélicas, 
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obteniendo niveles transcripcionales máximos. Como se trata de una convergencia de estreses, 
oxidativo y de RE, probablemente estén actuando múltiples factores de transcripción que, 
en su totalidad, enmascaren el efecto diferencial en la actividad transcripcional en función 
de la variante alélica presentada.
- o O o -
En resumen, en el presente trabajo hemos encontrado diferentes factores genéticos de 
riesgo para la Enfermedad de Alzheimer. Puesto que los genes candidatos surgen a partir 
de modelos de neurodegeneración puestos a punto en el laboratorio, estas asociaciones 
validarían los diferentes modelos en cuanto a la correcta simulación de diferentes mecanismos 
patogénicos que desembocan en la enfermedad.
Además, hemos realizado el análisis funcional de uno de estos factores genéticos, 
observando alteraciones en la función que podría verse afectada por esta variante genética. 
De la misma manera, el análisis funcional de los cambios que produce una variante alélica 
determinada permitirá esclarecer al menos una de las causas de la enfermedad. 
El conocimiento de los diferentes procesos patogénicos que intervienen en mayor 
medida en cada paciente permitirá “aﬁnar” posibles dianas terapéuticas para evitar o retrasar 







Las principales conclusiones que se derivan de este trabajo son las siguientes:
1. El estudio de 56  polimorﬁsmos en  30 genes y en 3 muestras caso - control  independientes 
ha permitido deﬁnir  15 polimorﬁsmos en 10 genes como nuevos factores de 
susceptibilidad para el desarrollo de la Enfermedad de Alzheimer. Además, otros 8 
polimorﬁsmos en 5 genes mostraron asociación con la enfermedad en la muestra de 
referencia, por lo que son también posibles factores de riesgo que quedan pendientes 
de conﬁrmación en las muestras de réplica.
2. El virus Herpes Simplex Virus tipo I juega un papel importante en la patogénesis de la 
Enfermedad de Alzheimer, ya que todos los genes estudiados por su implicación en la 
infección (EIF2AK2, PVRL2 y TAP2) mostraron asociación. Además, estos polimorﬁsmos 
también pueden modular la edad de aparición de los síntomas de la enfermedad.
3. La capacidad de respuesta celular al Estrés Oxidativo, al de Retículo Endoplásmico y a 
la combinación de ambos, así como al Estrés Adrenérgico inﬂuye en la susceptibilidad 
para padecer la Enfermedad de Alzheimer. Los resultados positivos de asociación (en 
los genes PLA2G3 y HMGCR, DDIT3, MAP1LC3B y DSC1, respectivamente) vinculan 
todos estos procesos a la patogénesis de la enfermedad. Por otra parte, la asociación 
apoya la validez de los modelos celulares como simuladores de los procesos patogénicos 
relacionados  con la Enfermedad de Alzheimer.
4. Genes implicados en la forma monogénica de la Enfermedad de Alzheimer, como 
PSEN1, y genes relacionados con la sobrexpresión de APP (IGFBP7 y COL6A3), están 
asociados con la Enfermedad de Alzheimer esporádica. Estos resultados refuerzan la 
hipótesis de que existen mecanismos patogénicos comunes entre ambas formas de la 
enfermedad.
5. Hemos determinado que un polimorﬁsmo situado en el promotor de DDIT3, que 
modula la susceptibilidad y la edad de inicio de la Enfermedad de Alzheimer, modula 
también la capacidad de respuesta de este promotor el Estrés Oxidativo y al de Retículo 
Endoplásmico, y que la variante alélica que produce mayor actividad transcripcional 
está asociada a un mayor riesgo o a un adelantamiento en la edad de inicio.
6. Hemos generado una herramienta útil para ensayar la activación del gen DDIT3 e, 
indirectamente, por ser éste un testigo de la muerte celular por apoptosis, para ensayar 
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